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Lista de Abreviaturas

BSA: soro albunina bovina

CD: antígeno de diferenciação

CPH: complexo principal de histocompatibilidade

CO2: gás carbônico

COX2: ciclooxigenase

CTLA: antígeno 4 associado ao linfócito T citotóxico

DO: densidade óptica

FoxP3: forkhead box P3

GM-CSF: fator estimulador de colônias de granulócitos e monócitos

GN: grávidas normais

HLA: antígenos leucocitários humanos

H2O2: peróxido de hidrogênio

ICAM 1: molécula de adesão intercelular 1

IDO: indolamina 2,3-dioxigenase

IL: interleucina

INF- interferon-gama

LPS: lipopolissacáride de Escherichia coli

L: microlitro

NF-kB: fator nuclear kappa B

NG: não grávidas

NK:  célula natural killer

O2
-: ânion superóxido

PBS: solução salina tamponada com fosfatos

PGE2: prostaglandina E2

PIGF: fator de crescimento placentário

PMA: éster de forbol

PMN: polimorfonucleares

RPMI: meio de cultura celular

SOD: superóxido dismutase

TGF- 1: fator de crescimento e transformação 

Th: célula T helper

TNF- : fator de necrose tumoral 



Treg: célula T reguladora

uNK: célula natural killer uterina

VEGF: fator de crescimento endotelial vascular
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Capítulo I



1. Revisão da Literatura

IMUNOLOGIA DA PRÉ-ECLÂMPSIA

TOLERÂNCIA MATERNA AO ENXERTO FETO-PLACENTÁRIO

O desenvolvimento de tolerância imunológica mútua entre mãe e feto

ocorre desde o inicio da gestação quando há interação dos antígenos

paternos, presentes no enxerto fetal, com os tecidos maternos. Essa interação

desencadeia alterações fisiológicas, que serão responsáveis pela adaptação

do organismo materno à gestação, necessárias ao desenvolvimento do

concepto e ao preparo para o parto e a lactação. Não há dúvida de que a

tolerância materna ao enxerto feto-placentário é o resultado da integração de

numerosos mecanismos de diferentes origens e modos de ação, que atuam

em sinergismo, permitindo o sucesso da gestação (PERAÇOLI et al., 2003). 

A contribuição fetal é decisiva para o sucesso da gravidez. A interação

mãe-feto envolve mecanismos semelhantes aos dos aloenxertos, induzindo

alterações fisiológicas no organismo materno, denominadas no seu conjunto

de adaptação do organismo materno à gravidez.

A tolerância do sistema imune materno ao semi-enxerto fetal é um

mecanismo ativo, no qual os tecidos fetais não são reconhecidos como

estranhos e/ou não são rejeitados pelas células do sistema imune materno

(THELLIN et al., 2000).

Em trabalho clássico, WEGMANN et al. (1993) propuseram que na

presença do antígeno fetal a resposta imune materna é desviada para uma

resposta menos lesiva. Portanto, não há mais dúvida de que existe, na

interface materno-fetal, uma resposta imune materna dirigida ao aloenxerto

fetal; porém, o sistema de imunorregulação local permite o desenvolvimento do 

feto e o sucesso da gestação.

Para que a unidade feto-placentária seja aceita pela superfície uterina

há necessidade do desenvolvimento de tolerância imunológica local. As

células imunes, na decídua uterina, atuam como barreira física e imunológica

ao desenvolvimento da placenta (KELEMEN et al., 1998). Alguns fatores da

unidade feto-placentária estimulam a invasão do endométrio e miométrio,

enquanto outros modificam a barreira imunológica. Durante a invasão e

crescimento placentários a resposta imune materna é modificada por



antígenos fetais, citocinas, células como monócitos, linfócitos e hormônios

presentes no trofoblasto, resultando em resposta complexa e equilibrada. O

desencadeamento de reatividade adequada aos antígenos fetais permite o

desenvolvimento e crescimento do feto, enquanto uma resposta anormal pode

provocar a perda precoce da gravidez ou complicações tardias da mesma

(PERAÇOLI et al., 2003).

Durante a implantação do embrião no útero, seus tecidos entrarão em

contato direto com o sistema imune materno, podendo ocorrer ou não rejeição,

na dependência da presença de antígenos paternos que serão reconhecidos

pelo sistema imune materno. No local de implantação na decídua, as células

do trofoblasto extraviloso interagem com uma variedade de leucócitos

maternos.

Para manutenção da gravidez é importante que durante a implantação

do trofoblasto haja controle, nos tecidos fetais, da expressão de moléculas do

complexo principal de histocompatibilidade (CPH) de classe I (HLA-A, B, C) e

classe II (HLA-DR, DP, DQ), responsáveis pelo fenômeno de rejeição

imunológica. Essas moléculas de classe I e classe II do CPH participam da

indução da resposta imune devido à apresentação de peptídeos antigênicos no 

contexto de moléculas de classe I para células T citotóxicas, enquanto as

moléculas de classe II expõem os peptídos às células T helper (ABBAS et al.,

2008). Portanto, o bloqueio ou a ausência de expressão das moléculas de

classe I e II, nas células trofoblásticas, seria condição obrigatória para a

tolerância materna e manutenção da gravidez (LENFANT et al., 1998).

Em humanos, células do sinciciotrofoblasto, que isolam os tecidos fetais

dos tecidos maternos, não apresentam na membrana celular as moléculas

clássicas CPH de classe II (HLA-DR) ou de classe I (HLA-A e HLA-B). Por

outro lado, expressam um grupo particular de moléculas pertencentes ao CPH

de classe I, com baixo polimorfismo, representadas por moléculas HLA-C,

HLA-E e HLA-G, encontradas quase exclusivamente no sinciciotrofoblasto e

codificadas por genes não polimórficos de classe I do CPH (KING et al., 2000).

Essas moléculas são ligantes específicos de células natural killer (NK) uterinas 

(MOFFETT-KING, 2002) e sua presença nas células trofoblásticas exerce pelo

menos duas funções imunológicas: inibir a atividade citotóxica das células NK



da decídua (MÜNZ et al., 1997) e não estimular algumas células T CD8+, que

possuem atividade citotóxica (WEETMAN, 1999).

A decídua é infiltrada por células NK uterinas, macrófagos e células T

CD3+. As células NK da decídua apresentam fenótipo CD16-CD56+, com

atividade lítica semelhante à de células NK circulantes (KING et al., 1998). Há

evidências de que a atividade citotóxica de células NK da decídua ou do

sangue periférico, contra células fetais ou do trofoblasto, seja regulada por

sinais inibitórios, originados da interação com moléculas HLA-G (HUNT et al.,

2005). Assim, a função efetora das células NK é regulada por uma série de

receptores de ativação e inibição. Durante a interação materno-fetal, moléculas 

HLA-G, HLA-C e HLA-E, presentes nas células do trofoblasto, ligam-se ao

receptor de inibição da célula NK presente na mesma, assim como o fazem

outras moléculas de classe I. Essa interação parece bloquear a citotoxicidade

dessas células (HUDDLESTON & SCHUST, 2004) e pode contribuir para a

tolerância ao concepto, reduzindo a atividade da célula NK (CAROSELLA et

al., 1999) (Figura 1). Portanto este é considerado um mecanismo de

reconhecimento molecular das células trofoblásticas placentárias. As

conseqüências funcionais dessa interação entre células NK uterinas e

trofoblasto não estão bem estabelecidas. Provavelmente, as células NK

secretam citocinas que modulam a tendência invasiva do trofoblasto

extraviloso, limitando a placentação. Assim, a extensão da transformação

vascular materna e a invasão trofoblástica podem ser reguladas (KING et al.,

2000).

.... .
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.... .
...

... NK

.... .
...

... NK Receptor de ativação

Receptor de inibição
HLA-GHLA-G

Figura 1. Reconhecimento de molécula HLA-G, presente em células

trofoblásticas pela célula NK da decídua (PERAÇOLI et al., 2003).



As células NK uterinas destroem, preferencialmente, alvos celulares

desprovidos ou com baixa expressão de moléculas HLA-G. Devido à

expressão adequada dessas moléculas pelo trofoblasto extraviloso, células NK

uterinas reconhecem os tecidos fetais como próprios, permitindo a invasão do

trofoblasto, processo importante para o estabelecimento da placenta e seu

suprimento sanguíneo (KING & LOKE, 1991). Portanto, parece que o contato

direto de moléculas HLA-G, expressas no trofoblasto, com linfócitos e

macrófagos maternos é essencial para o estabelecimento e manutenção da

gravidez. O balanço adequado entre ativação e regulação das células NK da

decídua, é fundamental no início da gestação, permitindo o crescimento da

placenta e o desenvolvimento de gestação normal (PERAÇOLi et al., 2003).

Na gestação normal, além da tolerância das células NK por interação

com moléculas CPH classe I, ocorre tolerância aos antígenos CPH classe II.

Estes últimos não são expressos no trofoblasto extraviloso. Entretanto,

estudos recentes demonstraram que debris do trofoblasto circulam no sangue

materno e contém pool de antígenos HLA-DR fetais intracitoplasmáticos

(RANELLA et al., 2005; ADAMS et al., 2007). Células dendríticas imaturas

capturam esses debris e induzem tolerância periférica, pela geração de células 

T reguladoras CD4+CD25+, deleção ou anergia de células T (STEINMAN et

al., 2003). No processo de deleção de células T CD8+, antígenos HLA-G

solúveis (BOUTEILLER et al., 2003) e Fas-ligante expressos no trofoblasto

extraviloso induzem apoptose em células CD8, resultando em indução de

tolerância (MAKRIGIANNAKIS et al., 2001).

SUBPOPULAÇÕES CELULARES NA INTERFACE MATERNO-FETAL
O ambiente imunológico da decídua é completamente diferente do

encontrado no sangue periférico. No início da gestação, a população de

células T (CD8+, CD4+ e células B) na decídua é de aproximadamente 10-

15%, predominando (60-80%) a população de células NK CD16-CD56+,

conhecidas como NK uterinas (uNK). Outras populações celulares como

células T e macrófagos fazem parte dos leucócitos presentes na interface

materno-fetal (HUDLESTON & SCHUST, 2004). Assim, componentes das

respostas imunes, inata e adaptativa, têm papel importante na adaptação

imune materna à gestação.



Tanto células T como NK estão aumentadas na decídua basal, no sítio

de implantação (ZENCLUSSEN et al., 2005), sugerindo que células T, que se

acumulam na interface materno fetal, têm importante papel na manutenção da

gestação.

Após ativação, ambas as células T e NK produzem citocinas, tanto de

perfil Th1 como Th2 (SAITO et al., 2007b). Estudos empregando citometria de

fluxo, para avaliar as subpopulações de células NK no sangue periférico e

decídua no início da gravidez, demonstraram que o perfil das células e das

citocinas muda dramaticamente durante a gestação, nos dois compartimentos.

No sangue periférico de mulheres não grávidas, a principal população é de

células NK1, produtoras de IFN-  (60%), enquanto as demais populações NK2, 

NK3, NKr1 estão em pequena concentração (< 2%). Na gestação, células

NKr1, produtoras de IL-10 aumentam em mais de 20% em relação aos valores

de mulheres não-grávidas. Por outro lado, a principal população de células

deciduais

NK3, produtoras de TGF- está elevada, enquanto NK1 cai para 2%

(HIGUMA-MIYOJO et al., 2005). Esses resultados demonstram que, na

gestação, células NKr1 são as células predominantes no sangue periférico,

enquanto as NK3 predominam na decídua, atuando no processo de

imunorregulação (SAITO et al., 2007b). 

Células NK deciduais produzem citocinas que promovem a proliferação

e diferenciação e, também fatores angiogênicos como fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento placentário (PlGF), TGF- e

angiopoietina (HANNA et al., 2006; TABIASCO et al., 2006), sugerindo ser

importante fonte de fatores angiogênicos no leito placentário (LASH et al.,

2006). A má-adaptação do balanço de citocinas e fatores angiogênicos,

produzidos por células NK, parece estar envolvida na indução de pré-

eclâmpsia. Segundo LEVINE et al. (2006) fatores antiangiogênicos solúveis

como tirosina-kinase 1 fms-like (sFlt1), capaz de sequestrar os fatores

angiogênicos VEGF e PlGF e, a endoglina, co-receptor e inibidor de TGF- ,

estão aumentados na circulação materna e portanto, envolvidos na

patogênese da pré-eclâmpsia. O aumento dos níveis circulantes de endoglina

solúvel e da relação sFlt1:PlGF, dois a três meses antes do aparecimento da



pré-eclâmpsia, podem ser considerados marcadores biológicos preditivos da

manifestação clínica dessa patologia. 

Não há dúvida de que a tolerância materna ao enxerto feto-placentário é 

o resultado da integração de numerosos mecanismos de diferentes origens e

modo de ação, que atuam em sinergismo, permitindo o sucesso da gestação.

É descrito que um sistema de imunorregulação local, envolvendo células

reguladoras da resposta imune como células T CD4+CD25+, Th3, T

reguladora Tr1, células NK reguladoras e a enzima indolamina deoxigenase

(IDO), têm papel

importante na manutenção da gestação. Não apenas células Treg, mas

também células NKreg podem inibir o ataque fetal pelas células do organismo

materno (Saito et al., 2007b).

O controle da resposta de linfocitos T auto-reativos por células Treg é

essencial para indução e manutenção da tolerância (SAITO et al., 2007b).

Essas

células incluem células Treg CD4+CD25+, bem como diferentes

subpopulações supressoras de células T, como Th3 e Tr1 presentes no sangue 

periférico (BLUESTONE et al., 2003; SAKAGUCHI et al., 2004;).

Células Treg CD4+CD25+ tem papel importante na tolerância a

aloantígenos (ALUVIHARE et al., 2006) e desempenham importante papel na

manutenção da gestação (SAITO et al., 2007b). No início da gestação o

número dessas células aumenta no sangue periférico, chegando ao máximo no

segundo trimestre e diminuindo após o parto (SOMERSET et al., 2004). Nos

casos de aborto recorrente o número de linfócitos Treg CD4+CD25+ no sangue 

periférico e decídua retornam a níveis semelhantes aos de mulheres não

grávidas, (SASAKI et al., 2004), sugerindo que o aumento dessas células é

essencial para manutenção da gestação (SAITO et al., 2007b).

As células Treg CD4+CD25+ podem regular a resposta imune por

diferentes mecanismos: 1) pela interação célula-célula, embora esse

mecanismo ainda não esteja totalmente esclarecido. A expressão de TGF- na

superfície das células Treg CD4+CD25+ sugere ser esta molécula efetora para

a imunorregulação (NAKAMURA et al., 2001); 2) as células Treg secretam

TGF- e IL-10, que inibem a ativação de células T efetoras; 3) A presença da

molécula CTLA-4 nessas células induz a expressão da enzima indolamina 2,3-



dioxigenase (IDO) em células dendríticas e macrófagos (GROHMANN et al.,

2002) durante a 

gestação, que protege o desenvolvimento fetal da resposta imune materna

(MUN et al., 1998) (Figura 2). Estudos in vitro mostraram que o efeito

imunorregulador das células Treg CD4+CD25+ só ocorre quando há o contato

célula-célula (SASAKI et al., 2004).

Figura 2. Mecanismos de imunorregulação mediados por células T

reguladoras CD4+CD25+ Foxp3. Células Treg regulam a ativação de outras

células imunes por contato direto célula-célula via moléculas TGF- 1 e CTLA-4

e secreção de IL-10 e TGF- 1. (Saito et al., 2007).

SASAKI et al., (2007) avaliaram a percentagem de células Treg

CD4+CD25+ no sangue periférico de pacientes com formas graves de PE.

Comparando com gestantes normais, verificaram diminuição significativa da

freqüência dessas células expressando Foxp3, o principal marcador de células

Treg. A pesquisa de células Treg CD4+CD25+ expressando Foxp3, em

biópsias de leito placentário de pacientes com PE, mostrou resultados

significativamente menores do que nas gestantes normais, sugerindo que na

pré-eclâmpsia a diminuição de células Treg ocorre tanto no sangue como na

decídua. Essa diminuição no número de células Treg associada à função



deprimida dessas células, pode anular a tolerância materna ao feto na pré-

eclâmpsia (SAITO et al., 2007).

Atualmente, a teoria Th1/Th2 inicialmente proposta para explicar a

tolerância materna ao semi-enxerto fetal (WEGMANN et al., 1993) tem mudado

para o paradigma Th1/Th2/Th3/Tr1 e CD4+CD25+ e NK1, NK2, NK3 e NKr1,

pelo perfil semelhante de citocinas que produzem. Ambas as populações de

células T e NK com função reguladora (Th3, CD4+CD25+ Treg e NK3)

parecem inibir a hiperestimulação da imunidade do tipo 1 ou 2 e promovendo

tolerância adequada aos antígenos paternos presentes no semi-enxerto fetal

(SAITO et al., 2007b). Um defeito no balanço regulador dessas células no início 

da gestação poderá causar complicações da gestação como aborto e PE.

ATIVAÇÃO DO SISTEMA IMUNE E PERFIL DE CITOCINAS 
NA PRÉ-ECLÂMPSIA

Na gestação normal monócitos e neutrófilos do sangue periférico

expressam marcadores de ativação, sugerindo que o sistema imune inato já

está ativado (SACKS et al., 1998; REDMAN et al., 1999), enquanto o sistema

imune adaptativo, incluindo células T e B, não expressa marcadores de

ativação (SAITO et al., 1999a). O ambiente imune muda drasticamente na PE,

sendo que a característica imunológica mais importante encontrada nesta

patologia é a ativação tanto do sistema imune inato quanto do adaptativo.

Neutrófilos e monócitos estão excessivamente ativados (SACKS et al., 1998;

REDMAN et al., 1999; GERVASI et al., 2001; SARGENT et al., 2003) e células

NK, T CD4+ e CD8+ também se encontram em estado de ativação (SAITO et

al., 1999; DARMOCHWAL-KOLARZ, et al., 2001). 

Células imunes, particularmente os macrófagos, são a maior fonte de

citocinas e de fatores de crescimento, contribuindo para a manutenção do

equilíbrio entre os tipos de citocinas e as células linfocíticas presentes na

placenta

(ABRAHAM et al., 2004). A grande infiltração dessas células na interface

materno-fetal sugere que estejam envolvidas em funções específicas

associadas à gravidez e não somente na resposta imune (ABRAHAM et al.,

2004). Na placenta, essas células são capazes de exercer influência anti-



inflamatória e, ao contrário dos macrófagos classicamente ativados, que

produzem citocinas pró-inflamatórias, os placentários liberam IL-10, importante

citocina anti-inflamatória (BOYD et al., 1987).

HUPPERTZ et al. (2003) relataram que, na gestação de termo, grande

quantidade de debris do trofoblasto são liberados na circulação materna,

originados de células apoptóticas do trofoblasto. A ingestão de células

apoptóticas por fagócitos resulta em resposta ativa imunossupressora e anti-

inflamatória (STEINMAN et al., 2003; ABRAHAM et al., 2004). Esses

macrófagos produzem citocinas imunossupressoras como IL-10 e TGF- e

regulam a inflamação e imunidade tipo Th1. Entretanto, na pré-eclâmpsia,

condições de hipóxia, inflamação excessiva e estresse oxidativo induzem

necrose ou apo-necrose do trofoblasto (HUPPERTZ et al., 2003). Quando

macrófagos ou células dendríticas fagocitam esses corpos apo-necróticos ou

necróticos, produzem TNF- , IL-12 e IFN- e aumentam a inflamação

(HUPPERT et al., 2003; ABRAHAM et al., 2004). Essas condições podem

induzir apoptose de células extravilosas, resultando em placentação deficiente

na pré-eclâmpsia (SAITO & SAKAI, 2003; ABRAHAM et al., 2004). Além disso,

células endoteliais podem também fagocitar trofoblasto necrótico, levando ao

aumento de expressão de moléculas ICAM-1, bem como aumento de adesão

de monócitos às células endoteliais (CHEN et al., 2005). Assim, a necrose do

trofoblasto induz hiperativação de neutrófilos, monócitos e linfócitos, resultando

em disfunção endotelial sistêmica na pré-eclâmpsia (SAITO et al., 2007).

A gestação é uma condição particular, na qual além da presença do

aloenxerto fetal no útero existe a placenta, um órgão específico da gestação.

Portanto, deve-se considerar o perfil de citocinas não só produzido por células

imunocompetentes, como também pela placenta ou decídua. Na pré-

eclâmpsia, a ativação das células, tanto da imunidade inata como da adaptativa 

na pré-eclâmpsia aumenta a produção de citocinas que atuam na interface

materno-fetal ou sistêmicamente (SAITO et al., 2007). 

A literatura refere que, durante a gestação, o balanço Th1/Th2 apresenta 

desvio evidente para a resposta do tipo Th2, tanto na interface materno-fetal

(MICHIMATA et al., 2002) e na resposta sistêmica (PICCINI et al., 1998; SAITO 

et al., 1999b), embora existam resultados conflitantes (BATES et al., 2002;

CHAOUAT, 2003; CHAOUAT et al., 2003). De qualquer modo, o papel



predominante da imunidade do tipo Th2 sobre a do tipo Th1 pode ter

importante papel no sucesso da gestação, pelo menos em parte, pela

regulação da resposta imune alogênica ao feto e da resposta inflamatória

presente na gestação normal (SAITO et al., 2007a). 

Alguns trabalhos mostraram que o plasma de pacientes com PE contém

grande quantidade de citocinas do tipo Th1, como IL-2, TNF- e IL-12

(KUPFERMINC et al., 1994; MEEKINS et al., 1994; VINCE et al., 1995),

embora estudos mais recentes não confirmem esse achado (JONSSON et al.,

2006). Segundo SAITO et al. (2007a), na pré-eclâmpsia observa-se baixo nível

de citocinas de padrão Th2 devido à diminuição do número de células Th2

circulantes. Estudos in vitro mostraram que quando células Th1 e Th2 são

estimuladas por mitógenos como fitohemaglutinina, ambas respondem

produzindo os vários tipos de citocinas. Como resultado, a concentração de

citocinas de perfil Th1 é maior em relação às de padrão Th2, pois o numero de

células Th2 diminui na circulação de pacientes com pré-eclâmpsia. Como

resultado, o balanço Th1/Th2 é desviado para imunidade do tipo Th1

(WILCZYNSKI et al., 2003; JONSSON et al., 2005; AZIZIEH et al., 2005;

SAITO et al., 2007a). Outros estudos revelaram que o perfil predominante de

citocinas produzidas por células TCD8+, NK e NKT também era do tipo Th1 na

PE (DARMOCHWAL-KOLARZ et al., 2002; BORZYCHOWAKI et al., 2005).

Assim, a análise de marcadores de superfície celular e de citocinas

intracitoplasmáticas, por citometria de fluxo, pode ser útil para melhor

conhecimento do balanço Th1/Th2 na pré-eclâmpsia.

As citocinas IL-12 e IL-18, produzidas por células dendríticas e

monócitos, têm papel importante na diferenciação de células Th1 e Th2, a partir 

de células Th0. Quando ambas citocinas estão presentes ocorre o desvio para

Th1, enquanto o desvio para Th2 ocorre quando apenas IL-18 está presente. O

estudo da relação IL-12/IL-18 mostrou correlação negativa com o balanço

Th1/Th2, porque a secreção de IL-12 está elevada na pré-eclâmpsia (SAKAI et

al., 2004). Interferon-gama (IFN- ) e fator estimulador de colônias de

granulócitos e monócitos (GM-CSF) estimulam a produção de IL-12 por

monócitos em resposta ao LPS, enquanto IL-10, TGF- e Prostaglandina E2

(PGE2) inibem a produção dessa citocina (WITTMANN et al., 1999). Na



gestação normal a produção de IL-12 pode ser regulada por IL-10, TGF- e

PGE2 que são produzidas por células do trofoblasto, células amnióticas e

deciduais. Assim, produção elevada de IFN- e GM-CSF por células T, NK ou

monócitos, que fagocitam debris de células trofoblásticas, podem aumentar a

síntese de IL-12, resultando em resposta do tipo Th1.

As citocinas IL-10 e TGF- regulam a imunoestimulação e a inflamação,

verificando-se aumento da produção de IL-10 por células NK CD56+ e T CD56-

durante a gestação (HIGUMA-MYOJO et al., 2005). Na PE, células

mononucleares deciduais e do sangue periférico produzem baixa concentração

de IL-10 em comparação com gestantes normais (DARMOCHWAL-KOLARZ et

al., 1999; WILCZYNSKI et al., 2002). Além disso, foi observada menor

expressão de IL-10 no trofoblasto viloso de gestantes com pré-eclâmpsia

(HENNESSY et al., 2002) e aumento da relação IL-2/IL-10 e de TNF/IL-10 em

tecido placentário dessas pacientes (DONG et al., 2005). Segundo SAITO et al. 

(2007a) não apenas as células imunocompetentes, mas também as células

trofoblásticas regulam a imunoestimulação pela produção de TGF- e IL-10. A

imunoestimulação excessiva, por trofoblasto necrótico, a condição de hipóxia e

a angiogênese insuficiente podem desviar a imunorregulação local, resultando

em condição inflamatória sistêmica e disfunção endotelial sistêmica.

LUPPI & DELOIA (2006) verificaram que monócitos do sangue periférico

de gestantes com pré-eclâmpsia, não estimulados in vitro, apresentavam maior

expressão intracitoplasmática de IL-1 , IL-6 e IL-8. Porém quando estas células

eram estimuladas com LPS a percentagem de monócitos IL-1 + era

significativamente menor. Esses resultados sugerem que na PE monócitos se

encontram endogenamente ativados e secretam citocinas inflamatórias.

Resultados semelhantes foram descritos por PERAÇOLI et al. (2007), avaliando

a produção de TNF- em gestantes normais e com pré-eclâmpsia, verificaram

que tanto os níveis séricos como a produção endógena da citocina por

monócitos de sangue periférico foram significativamente elevados em gestantes

com pré-eclâmpsia, sugerindo o estado de ativação dessas células.

Segundo REDMAN & SARGENT (2003), no organismo de gestantes com

pré-eclâmpsia ocorre resposta inflamatória generalizada, associada à produção

de níveis elevados de TNF- , IL-6 e IL-8. O significado dessas alterações



imunológicas na patogênese da pré-eclâmpsia é ainda desconhecido. Assim, o

estado de ativação de monócitos nesta patologia, demonstrado pela elevada

produção de citocinas pró-inflamatórias, bem como pela produção de radicais

livres (BERGE et al., 1988; SACKS et al., 1998), podem causar alterações

endoteliais, característica da doença.

Em conjunto, os dados da literatura sugerem que a PE é o resultado de

uma resposta inflamatória materna, que inclui ativação de células inflamatórias

como monócitos e granulócitos, bem como ativação de células endoteliais, que

fazem parte do sistema inflamatório (HAEGER et al., 1992; REDMAN et al.,

1999; SACKS et al., 1998). Monócitos circulantes no sangue periférico se

encontram ativados e representam uma das fontes de citocinas inflamatórias

(LUPPI & DELOIA, 2006; PERAÇOLI et al., 2007), podendo estar envolvidos

nos mecanismos fisiopatológicos da pré-eclâmpsia.

A ativação excessiva de monócitos e granulócitos intravasculares e, de

macrófagos, descrita na pré-eclâmpsia, sugere que a ativação do sistema

imune inato pode causar problemas na progressão da gestação. Nesse

sentido, o emprego de agentes moduladores da reação inflamatória poderia ser 

uma alternativa no tratamento da pré-eclampsia.
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Capítulo II



Efeito da silibinina sobre o metabolismo 

oxidativo e produção de citocinas por 

monócitos em gestantes normais e 

portadoras de pré-eclâmpsia.



Resumo



Resumo

Introdução e objetivos: O aumento da atividade dos radicais livres e da

produção de citocinas pró-inflamatórias por monócitos pode estar envolvido na

patogênese da pré-eclâmpsia. A silibinina é o componente mais ativo da

silimarina (Silybum marianum), um flavonóide polifenólico que possui efeitos

anti-oxidante e anti-inflamatório. O objetivo do presente estudo foi avaliar o

efeito da silibinina sobre a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, bem

como sobre a liberação de ânion superóxido (O2
-) por monócitos de gestantes

com pré-eclâmpsia. Métodos: Foram selecionadas 30 gestantes com pré-

eclâmpsia (PE), 30 gestantes normais (GN) e 30 mulheres normais não-

grávidas (NG). Monócitos de sangue periférico foram incubados na presença

ou ausência de silibinina nas concentrações de 5 e 50 g/mL por 60min e,

estimulados ou não com ester de forbol (PMA) para determinação de O2
-. Estes 

monócitos também foram estimulados ou não com lipopolissacáride (LPS) por

18h e, no sobrenadante das culturas foram determinadas, pela técnica de

ELISA, as seguintes citocinas: fator de necrose tumoral-alfa (TNF- ),

Interleucinas (IL-) IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, fator estimulador de colônias de

granulócitos e monócitos (GM-CSF) e fator de crescimento e transformação

(TGF- . A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi avaliada em

hemolisado de eritrócitos dos três grupos estudados. Resultados: Níveis

significativamente maiores de O2
- foram liberados por monócitos de gestantes

com PE quando comparados com GN e NG, confirmando o estado ativado

dessas células. A atividade da SOD foi significativamente maior no grupo de

gestantes com PE. Os níveis endógenos de TNF- foram significativamente

mais elevados nas pacientes com PE, quando comparados com os grupos GN

e NG, enquanto os níveis de IL-10 foram significativamente menores nas

gestantes com PE. A capacidade de produção de citocinas pelos monócitos

estimulados com LPS está preservada nos três grupos estudados. O

tratamento com silibinina na concentração de 50ug/mL inibiu significativamente

tanto a produção endógena de TNF- quanto a estimulada por LPS no grupo

de gestantes com PE, mas não teve efeito sobre a produção de IL-6, IL-10, IL-

12, GM-CSF e TGF- 1 em todos os grupos estudados. Essa concentração de

silibinina também inibiu a liberação espontânea e a estimulada de O2
- pelos



monócitos nos três grupos estudados. Conclusões: Os resultados sugerem

que a pré-eclâmpsia é caracterizada por estresse oxidativo e que monócitos

maternos circulantes podem representar a fonte de citocinas inflamatórias

durante a doença. A silibinina, por suas propriedades anti-oxidante e

antiinflamatória, inibiu a  liberação de O2
- e a produção de TNF-  por monócitos 

de gestantes com pré-eclâmpsia.



Abstract



Abstract

Introduction and Objectives: Increased free radical activity and high pro-

inflammatory cytokine production by monocytes may be implicated in the

pathogenesis of preeclampsia. Silibinin is a major active component of silymarin 

(Silybum marianum), a polyphenolic plant flavonoid that has antioxidant and

anti-inflammatory effects. This study investigated the in vitro effect of silibinin on 

monocyte production of pro- and anti-inflammatory cytokines, as well as on

superoxide anion (O2-) release in pregnant women with preeclampsia.

Methods: Thirty preeclamptic (PE), 30 healthy pregnant (HP) and 30 healthy

non-pregnant (NP) women were included. Peripheral blood monocytes were

incubated with or without silibinin at 5 and 50ug/mL for 60 min, and stimulated

with or without phorbol myristate acetate (PMA) for the assessment of O2-.

These cells were also cultured with or without lipopolysaccharide (LPS) for 18h

and tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), interleukin (IL)-6, IL-10, IL-12p40,

IL-15, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and

transforming growth factor-beta1 (TGF- 1) in monocyte culture supernatants

were determined by ELISA. The activity of the enzyme superoxide dismutase

(SOD) was evaluated in erythrocyte lisates of the three groups studied.

Results: Monocytes of preeclamptic patients release significantly higher levels

of O2
- in comparison to HP and NP women confirming the activation state of

these cells. SOD activity in erythrocytes was significantly higher in preeclamptic

patients. The endogenous levels of TNF- were significantly higher in PE

patients than in HP and NP groups, while IL-10 production was significantly

lower in PE women. The levels of IL-6, IL-12 and GM-CSF spontaneously

produced by monocytes were higher in HP and PE groups than in NP women.

The capacity of cytokine production by LPS-stimulated monocytes was

preserved in all the three groups studied. Silibinin treatment at 50ug/mL

significantly inhibited both endogenous and LPS-stimulated TNF-  production in 

PE group, but had no effect on the production of IL-6, IL-10, IL-12, GM-CSF and 

TGF- 1 in all groups studied. Also, this silibinin concentration significantly

inhibited both spontaneous and stimulated O2- release in the three groups

studied. Conclusions: The results suggest that preeclampsia is characterized

by oxidative stress and maternal circulating monocytes represent a source of



inflammatory cytokines during the disease. Silibinin, due to its antioxidant and

anti-inflammatory properties inhibited O2
- release and TNF- production by

monocytes from pregnant women with preeclampsia.



1. Introdução
A pré-eclâmpsia é uma síndrome específica da gravidez que incide entre 

5% e 7% das gestantes (WALKER, 2000; ROBERTS & COOPER, 2001).

Ocorre principalmente em primigestas, sendo considerada a principal causa de

mortalidade materna e perinatal, principalmente nos países em

desenvolvimento (SIBAI et al., 2005). 

A pré-eclâmpsia é uma doença sistêmica, caracterizada por múltiplas

alterações no organismo materno (WEGMANN et al., 1993) e clinicamente

identificada pela manifestação, na segunda metade da gestação, de

hipertensão arterial, proteinúria e outros distúrbios sistêmicos (ROBERTS &

REDMAN, 1993; REIN et al., 2003; PATERNOSTER et al., 2004). 

Embora seja uma doença ainda sem etiologia, está demonstrado que

sua fisiopatologia é influenciada diretamente pela placenta (ROBILLARD, 2002; 

REDMAN & SARGENT, 2005). Fundamentada nesse conceito, a literatura

sugere a interação de vários mecanismos responsáveis pela característica

multisistêmica da doença: placentação inadequada (PIJNENBORG et al.,

1983), disfunção endotelial (KHAN et al., 2005), angiogênese insuficiente

(LEVINE et al., 2006), má adaptação imunológica (DEKKER & SIBAI, 1999),

estresse oxidativo (GUPTA et al., 2005; REDMAN & SARGENT, 2000; 2005),

resposta inflamatória excessiva (REDMAN et al., 1999; REDMAN & SARGENT, 

2003; KHARFI et al., 2003), trombose e ativação do sistema renina-

angiotensina-aldosterona (ELSHEIKH et al., 2001).

Evidências sugerem que a exacerbação da resposta inflamatória

sistêmica materna da gestação, com ativação acentuada do sistema imune

inato, tem papel fundamental na fisiopatologia da pré-eclâmpsia (REDMAN et

al., 1999; 1999a; SACKS et al., 1999). Assim, essa patologia é caracterizada

por resposta pró-inflamatória materna excessiva, mais intensa que a da

gestação normal, que pode ser demonstrada por elevada concentração

plasmática ou sérica de IL-2 (SUNDER-PLASSMAN et al., 1989), de TNF-

CONRAD et al., 1998; BENYO et al., 2001; TERAN et al., 2001; JOHNSON

et al., 2002; PERAÇOLI et al. 2007 e de IFN- (ARRIAGA-PIZANO et al.,

2005); baixa concentração plasmática de IL-4 (ARRIAGA-PIZANO et al., 2005),

de IL-10 (HENNESSY et al., 1999) e de IL-18 (ADAMS et al., 2003), e por



estimulação de mRNA e expressão protéica de IL-1 (RINEHART et al., 1999)

e de TNF- WANG & WALSH, 1996; RINEHART et al., 1999) na placenta.

Portanto, a PE é considerada uma doença identificada por imunidade de perfil

Th1 (KUSANOVIC et al., 2007). 

Também está envolvido na fisiopatologia da pré-eclâmpsia o

estresse oxidativo (KHARB et al., 2000; TAKAGI et al., 2004), que atuando de

maneira sistêmica, causa lesão do endotélio, fenômeno diretamente

relacionado com a doença (REIN et al., 2003). Assim, é observado que a

concentração plasmática de radicais livres aumenta antes do aparecimento das

manifestações clínicas da doença e apresenta correlação significativa com os

valores de pressão arterial (WICKENS et al., 1981; ERSKINE et al., 1985).

KHARFI et al. (2005) observaram concentrações elevadas de gonadotrofina

coriônica e de peróxido de hidrogênio (H2O2) no soro de pacientes com PE em

comparação com gestantes normotensas, mostrando ainda correlação entre

esses dois parâmetros. 

Na pré-eclâmpsia, em vigência de hipoxia, a placenta manifesta

intenso estresse oxidativo (BURTON & JAUNIAUX, 2004; MYATT & CUI,

2004), resultante de lesão causada por hipoxia e reperfusão (BURTON &

HUNG, 2003) e/ou deficiência das defesas antioxidantes (PERKINS, 2006). Por 

outro lado, o aumento do estresse oxidativo é um achado sistêmico da pré-

eclâmpsia (ROBERTS & HUBEL, 1999), representado pela liberação de uma

variedade de mediadores da disfunção da célula endotelial como os peróxidos

lipídicos (WALSH, 1998), citocinas pró-inflamatórias (HUNG et al., 2004;

MATTHIESEN et al., 2005) e micropartículas liberadas pelo sinciciotrofoblasto

(REDMAN & SARGENT, 2000).

É descrito na pré-eclâmpsia um desbalanço entre atividade oxidante

e anti-oxidante (KUMAR & DAS, 2002), favorecendo a superprodução de

espécies reativas do oxigênio (BILODEAU & HUBEL, 2003), característica do

estresse oxidativo, que poderia afetar a atividade funcional dos monócitos. 

ILHAN et al. (2002) demonstraram que, o nível de superóxido

dismutase (SOD), enzima de efeito anti-oxidante, está diminuído em pacientes

com pré-eclâmpsia. Estudos com células trofoblásticas mostram que placentas

de gestantes com pré-eclâmpsia apresentam concentrações elevadas de ânion

superóxido, enquanto a atividade da SOD encontra-se diminuída, reforçando a



hipótese de que, nessa patologia o estresse oxidativo está aumentado no

tecido placentário (SIKKEMA et al., 2001; WANG & WALSH, 2001). 

Portanto, os dados da literatura sugerem que a pré-eclâmpsia é uma

patologia que se acompanha de resposta inflamatória materna, representada

por ativação de células inflamatórias como monócitos e granulócitos, bem

como ativação de células endoteliais, integrantes do sistema inflamatório

(HAEGER et al., 1992; SACKS et al., 1998; REDMAN et al., 1999a). Assim, os

monócitos estariam envolvidos no mecanismo fisiopatológico da pré-eclâmpsia

e participariam da intensa resposta inflamatória intravascular materna sugerida

por FAAS & SCHUILING (2001). 

Na pré-eclâmpsia, a ativação excessiva de monócitos e granulócitos

intravasculares, bem como de macrófagos, sugere que a ativação do sistema

imune inato pode causar problemas na progressão da gestação. Nesse

sentido, o emprego de agentes moduladores da reação inflamatória seria uma

alternativa para o tratamento dessa doença.

A silimarina é um flavonóide polifenólico, extraído de frutos e sementes

de Silybum marianum e constituído por uma mistura de três isômeros

estruturais: silibinina, silidianina e silicristina. Possui efeitos anti-inflamatórios,

citoprotetores e anti-carcinogênicos (YAO-CHENG, 1991; VALENZUELA &

GARRIDO, 1994), sendo que os mecanismos relacionados a esses efeitos

ainda não estão totalmente esclarecidos. Entretanto, parecem envolver a

supressão do fator de transcrição nuclear NF-kappaB, o qual regula a

expressão de vários genes envolvidos na inflamação, citoproteção e

carcinogênese (MANNA et al., 1999; KANG et al., 2002; AGARWAL et al.,

2006).
Segundo a literatura, a silimarina apresenta forte atividade anti-oxidante

(DEHMLOW et al., 1996; KVASNICKA et al., 2003; MUZES et al., 1991). Em pacientes

com doença hepática esse flavonóide aumenta a atividade da enzima superóxido

dismutase em linfócitos e eritrócitos, assim como a concentração celular e o nível sérico

de glutation (VALENZUELA et al., 1989; MUZES et al., 1991; WELLINGTON & JARVIS,

2001). Em animais e humanos protege as membranas das células hepáticas contra

agentes tóxicos, melhorando sua função (MANNA et al., 1999) e exerce ação

estabilizadora das mesmas, prevenindo ou inibindo a via da 5-lipoxigenase (YAO-

CHENG, 1991; DEHMLOW et al., 1996). 



A inibição da peroxidação lipídica, induzida pela silimarina, protege

contra a toxicidade hepática causada por agentes como radicais livres,

tetracloreto de carbono, tolueno e xileno (MOURELLE et al., 1989; BOSISIO et

al., 1992; CARINI et al., 1992; WELLINGTON & JARVIS, 2001). Essa

peroxidação, que se exacerba pela ação de algumas toxinas hepáticas,

determina o aparecimento dos sintomas clínicos e está relacionada à produção

de prostaglandinas. Já se demonstrou que os três principais componentes da

silimarina (silibinina, silicristina e silidianina) suprimem a formação de

prostaglandinas e promovem a decomposição dos lipídeos de membrana,

sendo provavelmente esta a ação hepatoprotetora desse flavonoide (YAO-

CHENG, 1991; KANG et al., 2004).

A silimarina/silibinina também exerce importante ação anti-inflamatória in

vivo, sendo utilizada no tratamento clínico de doenças hepáticas inflamatórias e 

alcoólicas (JOHNSON et al., 2003; FALASCA et al., 2008). Estudos

farmacológicos indicam que, no tratamento de cirrose hepática alcoólica, a

silimarina não é tóxica, mesmo em altas concentrações (FEHÉR et al., 1987;

FERENCI et al., 1989; JOHNSON et al., 2003).

Segundo DEHMLOW et al. (1996), além de propriedades

hepatoprotetoras, a silimarina exerce ação citoprotetora em outros órgãos e

tecidos. Em modelo experimental de inflamação aguda, a administração oral

de silimarina reduziu o abscesso do coxim plantar de ratos, induzido por

carragenina. Também inibiu o acúmulo de leucócitos no infiltrado inflamatório

peritoneal após inoculação com carragenina, reduzindo principalmente o

número de neutrófilos (DE LA PUERTA et al., 1996). Outros modelos

experimentais de inflamação em ratos demonstraram que a silimarina

apresenta atividade anti-inflamatória e anti-artrítica, induzidas respectivamente

por látex de papaya e adjuvante completo de Freund, indicando que essas

atividades são decorrentes da inibição da 5-lipoxigenase (GUPTA et al., 2000). 

VARGA et al. (2001), por meio de estudo in vitro, empregaram mistura

de diferentes componentes da silimarina, incluindo silibinina, com o objetivo de

avaliar o efeito inibidor desse flavonoide sobre o metabolismo oxidativo de

leucócitos polimorfonucleares (PMN) humanos, obtidos de sangue periférico de

indivíduos saudáveis. Os autores demonstraram que os diferentes

componentes da silimarina inibem a liberação de ânion superóxido (O2
-) e a



produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) por PMN estimulados com PMA,

sugerindo que silimarina/silibinina têm propriedades anti-oxidantes sobre o

metabolismo oxidativo dessas células.

KANG et al. (2004), estudando em camundongos o efeito protetor da

silimarina em modelo experimental de sepse induzida por LPS, demonstraram

que a administração in vivo do flavonoide aumentou a sobrevida dos animais.

O cultivo in vitro de macrófagos peritoneais de camundongos, com diferentes

doses de silimarina e LPS, revelou efeito inibidor dose-dependente da

silimarina sobre a produção de IL-1 e PGE2 e sobre a expressão de mRNA

para IL-1  e COX-2. Segundo os autores, o efeito anti-inflamatório e protetor na 

sepse, determinado pela silimarina é mediado, pelo menos em parte, por sua

ação inibidora sobre a produção de citocinas e mediadores inflamatórios.

A literatura sugere importante papel anti-inflamatório da

silimarina/silibinina sobre modelos murinos in vivo. Entretanto, existem poucos

estudos sobre o efeito desse flavonóide nas células humanas (FEHÉR et al.,

1987; VARGA et al., 2001; WELLINGTON & JARVIS, 2001) e nenhum relato do 

efeito da silimarina sobre a produção de citocinas inflamatórias por monócitos

humanos.

Citocinas inflamatórias como TNF- IL-1 e IL-6 estão envolvidas na

patogênese de diferentes doenças humanas como câncer (IKEMOTO et al.,

2000; LELLI et al., 2003) e infecções (PERAÇOLI et al., 2003; ROOK et al.,

1987), assim como em patologias da gestação como a pré-eclâmpsia (FAAS &

SCHUILING, 2001; VINCE et al., 1995). 

COMELLI et al. (2007) relataram, por meio de estudos in vivo e in vitro,

que silimarina e silibinina protegem os tecidos do estresse oxidativo e da

resposta inflamatória crônica, principalmente aqueles induzidos por reativos

intermediários do oxigênio e citocinas. Tanto o estresse oxidativo quanto a

inflamação estão envolvidos em lesão celular de diferentes tecidos do

organismo.

Considerando que a literatura demonstra o papel anti-inflamatório da

silimarina, inibindo a produção de mediadores e citocinas por células

inflamatórias, estudos in vitro do efeito desse flavonoide sobre a produção de

citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias por monócitos humanos, obtidos de



pacientes com pré-eclâmpsia, poderiam indicar seu uso como alternativa

terapêutica no tratamento dessa doença.



2. Objetivos

2.1. Geral
Avaliar, em gestantes portadoras de pré-eclâmpsia, o efeito in vitro da silibinina

sobre o estado de ativação de monócitos.

2.2. Específicos

2.2.1. Determinar a produção de ânion superóxido e de citocinas (TNF- , IL-6,

IL-10, IL-12, IL-15, GM-CSF e TGF- 1  por monócitos.

2.2.2. Determinar a atividade da enzima superóxido dismutase em eritrócitos.

2.2.3. Avaliar, in vitro, o efeito de silibinina sobre a produção de ânion

superóxido e de citocinas pró e anti-inflamatórias por monócitos cultivados na

presença desse flavonóide. 



3. Delineamento Experimental

3.1. Fluxograma de Execução de Experimentos

10 mL de sangue periférico

Monócitos

Determinação
de citocinas

TNF- , IL-6, IL-10,
IL-12, IL-15,

GM-CSF e TGF- 1

Método: ELISA

eritrócitos

Dosagem de 
hemoglobina

Dosagem
de SOD

Hemolisado de 
eritrócitos

Determinação
de O2

-

Método:
citocromo c

Método: Bioxytech
SOD-525 Assay

Método:
cianometaglobina

LPS

SB
5 e 50ug/mL

Sem
estímulo



4. Casuística e Métodos

4.1. Pacientes e controles

Foram estudadas 30 gestantes normais e 30 gestantes portadoras de

pré-eclâmpsia, atendidas no Serviço de Obstetrícia do Departamento de

Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.

Os dois grupos foram pareados pela idade gestacional, a partir de 24

semanas, que foi estabelecida pela data da última menstruação e/ou por

exame ultra-sonográfico precoce. 

Uma gestante foi considerada portadora de pré-eclâmpsia quando, sem 

antecedente prévio de hipertensão arterial, apresentou valor de pressão

arterial de pelo menos 140x90mmHg e proteinúria ( 300mg em urina

coletada durante 24 horas), após a 20ª. semana de gestação, ou quando,

portadora de hipertensão arterial prévia (hipertensão arterial essencial)

apresentou proteinúria após a 20ª. semana de gestação (NHBPEP, 2000). 

Também foram avaliadas 30 mulheres saudáveis, não-grávidas, de

faixa etária semelhante à das gestantes, recrutadas entre doadoras

voluntárias de sangue do Hemocentro da Faculdade de Medicina de

Botucatu - UNESP.

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente

informadas quanto à finalidade da pesquisa e assinaram o termo de

consentimento esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê

de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP,

protocolo no. 24/2007 (Anexo 1).

4.2. Critérios de exclusão
Ser portadora de qualquer intercorrência obstétrica ou clínica, com

exceção de pré-eclâmpsia ou não ter a gestação resolvida no Serviço de

Obstetrícia do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de

Medicina de Botucatu - UNESP.



4.3. Dosagem da proteinúria
A proteinúria, em urina de 24 horas, foi quantificada por método

colorimétrico, no sistema de automação Technicon RAXT, do Laboratório de

Análises Clínicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Botucatu - UNESP.

4.4. Isolamento e cultura de monócitos
Sangue periférico foi colhido por punção venosa, sendo 10mL colocados

em tubo estéril contendo 20U/mL de heparina (Liquemine, Roche). As células

mononucleares foram obtidas por separação em gradiente de Ficoll-Hypaque

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), segundo a técnica descrita por

B YUM (1968). O anel rico em células mononucleares foi lavado, inicialmente

com solução gelada de EDTA 0,01M em solução salina tamponada com

fosfatos, pH 7,2 (PBS), por 10 min a 200g e logo após com meio de cultura

RPMI 1640 (Sigma) por mais 10 min a 200g. Após esses procedimentos as

células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI suplementado com

2mM de L-glutamina (Sigma), 40µg/mL de gentamicina e 10% de soro bovino

fetal (Gibco BRL Life Technologies, Breda, The Netherlands) inativado (RPMI

completo), sendo a identificação e a viabilidade dos monócitos estimadas por

incorporação de vermelho neutro. Para isso, 50uL da suspensão de células

mononucleares foram incubadas por 10 min a 37oC com 450uL da solução de

vermelho neutro a 0,02%. Os monócitos foram diferenciados dos linfócitos por

apresentarem citoplasma de coloração vermelha. Assim, a concentração

celular foi ajustada para 5x105 monócitos viáveis/mL, após contagem em

câmara hemocitométrica, e distribuída em placas de cultura de 24 orifícios

(Linbro, Flow Lab, USA), incubadas por 60 min a 37oC, em tensão de 5% de

CO2. As células não aderentes foram eliminadas pela lavagem dos orifícios da

placa com meio de cultura RPMI. 



4.5. Obtenção de sobrenadante de cultura de monócitos
Para avaliação da produção de citocinas, os monócitos, obtidos conforme

descrito no item 3.4., foram incubados a 37°C, em tensão de 5% de CO2 por

18h, na ausência ou presença de silibinina (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo.

USA) (5ug/mL e 50ug/mL) e/ou lipopolissacáride de Escherichia coli, O55B5

(LPS) na concentração de 10ug/mL, O sobrenadante obtido após 18h de cultivo 

foi aspirado, centrifugado a 600g e distribuído em alíquotas, que foram

conservadas a -80oC até o momento da dosagem das citocinas TNF- , IL-6, IL-

10, IL-12, IL-15, GM-CSF e TGF- 1.

4.6. Determinação das citocinas TNF- , IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, GM-

CSF e TGF- 1 pela técnica de ELISA

Para quantificação das citocinas nos sobrenadantes de cultura de

monócitos, tratados ou não com silibinina e/ou LPS, empregou-se ensaio

imunoenzimático (ELISA) e kits comerciais (R&D Systems, Minneapolis, MN,

USA). As reações foram desenvolvidas segundo as instruções do fabricante.

As placas de 96 orifícios e fundo plano (MaxiSorp-Nunc Life Tech. Inc.,

Maryland, MA, USA) foram sensibilizadas por 18h a 5ºC com anticorpo

monoclonal anti-citocina, diluído em PBS. Após esse período, os orifícios foram

lavados quatro vezes com 300 L de PBS, pH 7,2, contendo Tween 20 a 0,05%

(PBST). Para o bloqueio da placa colocou-se em cada orifício 300 L de PBS +

BSA 1%, que foi incubado à temperatura ambiente por 60 min. A seguir, a

placa foi lavada conforme descrito acima e 100 L dos sobrenadantes gerados

e das citocinas recombinantes (R&D Systems) foram adicionados aos orifícios

das placas. Após 2h de incubação à temperatura ambiente e nova lavagem da

placa, o anticorpo revelador policlonal anti-citocina (R&D Systems) foi

adicionado, seguido de incubação por 2h à temperatura ambiente. A placa foi

lavada novamente com PBST e adicionados 100 L de estreptoavidina

conjugada com peroxidase (R&D Systems), na concentração de 2 g/mL por 20

min a 37ºC, seguido pela lavagem da placa com PBST. Após esse período,

adicionaram-se 100 L do substrato enzimático, constituído por 10 L de H2O2 a

30% (Sigma), diluídos em 12,5mL de tampão citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 e



1mg/mL do revelador ortofenilenodiamina (Sigma). As placas foram incubadas

à temperatura ambiente por 30 min, a reação foi bloqueada pela adição de

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

(Multiskan EFLAB, Helsinki, Finland) com comprimento de onda de 492nm. As

concentrações das citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura dos

monócitos, tratados ou não com silibinina e/ou LPS, foram calculadas sobre

curvas padrão realizadas com as diferentes citocinas recombinantes humanas.

Nos ensaios, as concentrações dos anticorpos monoclonal e policlonal, bem

como das citocinas recombinantes específicas, utilizadas nas curvas padrão,

foram aquelas recomendadas pelo fabricante (R & D Systems) e descritas no

quadro abaixo.

Concentrações das citocinas recombinantes empregadas nas curvas padrão e

dos anticorpos monoclonais e policlonais utilizados na determinação de

citocinas em sobrenadante de cultura de monócitos, pela técnica de ELISA.

Citocina

Citocina

recombinante
(curva padrão)

Anticorpo monoclonal Anticorpo policlonal

GM-CSF 7,8  1000 pg/mL 2 ug/mL 500 ng/mL

IL-6 4,6  600 pg/mL 2 ug/mL 200 ng/mL

IL-10 7,8  1000 pg/mL 2 ug/mL 200 ng/mL

IL-12p40 7,8  1000 pg/mL 4 ug/mL 100 ng/mL

IL-15 3,9  500 pg/mL 2 ug/mL 500 ng/mL

TGF- 1 15,6  1000 pg/mL 2 ug/mL 300 ng/mL

TNF- 7,8 - 1000 pg/mL 4 ug/mL 75 ng/mL

4.7. Determinação de ânion superóxido
A liberação de ânion superóxido (O2-) pelos monócitos do sangue

periférico foi determinada por cromógeno Ferricitocromo C, segundo o método

de PICK & MIZEL (1981), adaptado por RUSSO et al. (1989). 

Em presença de O2-, o ferricitocromo C sofre oxidação, transformando-se

em ferrocitocromo C, detectável em espectrofotômetro com filtro de 540nm.



As células mononucleares do sangue periférico de mulheres saudáveis

foram obtidas de acordo com o ítem 3.4. A concentração celular foi ajustada

para 2x106 monócitos/mL e 100 L desta suspensão (2x105) foram distribuídos

em placas de culturas de células de fundo plano (Nunc, Life Tech. Inc.,

Maryland, USA), contendo 96 orifícios. As placas foram incubadas por 60 min a

37ºC em tensão constante de 5% de CO2. Após incubação, as células não

aderentes foram retiradas por lavagem dos orifícios da placa com meio de

cultura RPMI e os monócitos cultivados na ausência ou presença de silibinina

(5ug/mL e 50ug/mL) por 2h. Em seguida, o sobrenadante da cultura foi

aspirado e foram adicionados 100 L de solução contendo 160 M de

ferrocitocromo C (Sigma) em solução salina de Hanks, livre de vermelho de

fenol, contendo 10 L de PMA (50ng) para estímulo do burst respiratório.

Células tratadas com ferrocitocromo C e suplementadas com 300U/ml de

superoxido dismutase (Sigma) foram utilizadas como blank da reação. As

placas foram incubadas a 37oC e 5% de CO2 por 60 min e a leitura da reação

foi realizada em espectrofotômetro com filtro de 540nm.

A concentração do ânion superóxido foi calculada através da seguinte

relação:

                Concentração O2
- (nmol) =  DO x 100

                                                               6,3

4.8. Preparo do hemolisado de eritrócitos

Sangue periférico foi colhido por punção venosa e colocado em tubo

estéril, contendo 20U/mL de heparina (Liquemine, Roche). Após centrifugação

a 200g por 10 min, plasma, glóbulos brancos e plaquetas foram retirados por

aspiração e os eritrócitos lavados quatro vezes com solução de NaCl 0,9% por

centrifugação a 200g. Após as lavagens, 50uL do pellet de eritrócitos foram

resuspendidos em 950uL de água deionizada para lise das células. Os

hemolisados foram congelados a -80°C até o momento das dosagens de

hemoglobina e superóxido dismutase.



4.9. Dosagem de hemoglobina no hemolisado de eritrócitos

A concentração de hemoglobina no hemolisado foi determinada pelo

método da cianometahemoglobina (MAHONEY et al., 1993). No momento da

dosagem, 20uL do hemolisado obtido foram diluídos e agitados em 2mL de

solução de Drabkin. Após 10 min de repouso realizou-se a leitura da densidade 

óptica (DO) da solução em espectrofotômetro Ultrospec 2000, (Pharmacia

Biotech, Cambridge, England, UK) a 546nm. Como blank utilizou-se solução de

Drabkin.

4.10. Determinação de Superóxido Dismutase 
A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi determinada nos

hemolisados de eritrócitos utilizando-se o kit comercial BIOXYTECH SOD-525

Assay (Oxis Health products, Inc. Portland, OR, USA), de acordo com as

instruções do fabricante. O método baseia-se na auto-oxidação de 5,6,6a,11b-

tetrahydro-3,9,10-trihydroxybenzo[c]fluorene (R1) mediada pela SOD em

solução aquosa alcalina, produzindo um composto cromóforo com máxima

absorção a 525nm (WANG & WALSH, 2001). Os resultados foram expressos

em U/g de hemoglobina.

4.11. Análise Estatística

Os resultados obtidos da atividade da superóxido dismutase em

eritrócitos, bem como da produção de citocinas e liberação de ânion superóxido 

pelos monócitos, tratados ou não com silibinina e, estimulados ou não com LPS 

ou PMA foram avaliados empregando-se análise de variância (ANOVA),

através do programa estatístico INSTAT, Graph-Pad, San Diego, CA, USA). O

nível de significância adotado foi de 5%.



5. Resultados

5.1. Características das gestantes e mulheres não-grávidas
As 30 gestantes normotensas que constituíram o grupo controle eram

acompanhadas no Ambulatório de Pré-natal de baixo-risco do Serviço de

Obstetrícia da Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP. As 30 gestantes

portadoras de pré-eclâmpsia estavam internadas na Enfermaria de Obstetrícia

da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. O grupo de mulheres não-

grávidas foi constituído por 30 mulheres saudáveis, doadoras voluntárias de

sangue do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. Na

Tabela 1 são apresentadas as características dos três grupos estudados.

Tabela 1. Distribuição das gestantes portadoras de pré-eclâmpsia, gestantes

normais e mulheres normais não-grávidas quanto à idade, idade gestacional,

valor de proteinúria e de pressão arterial média.

Parâmetros
Mulheres

não-grávidas

Gestantes

normais

Gestantes

portadoras de 

pré-eclâmpsia

Idade (anos) 27
(20 - 37)

23
(15  38)

29
(16  40)

Idade gestacional 
(sem) ___ 32

(24  39)
33

(25  38)

Pressão arterial 
média

(mmHg)

90
(83  96)

80
(63-97)

117
(103  160)

Proteinúria
(mg/24h) negativa negativa 685

(300  29.600)

 Resultados expressos em mediana (valores mínimo e máximo entre parênteses)



5.2. Efeito da silibinina sobre a produção de ânion superóxido

Os efeitos da silibinina sobre a liberação de O2
- por monócitos humanos,

obtidos de mulheres normais não-grávidas, gestantes normais e gestantes com

pré-eclâmpsia, estão apresentados na Tabela 2 e na Figura 1. Os níveis

endógenos desse metabólito, liberados por monócitos não estimulados com

PMA, foram significativamente maiores nos grupos de gestantes normais e

portadoras de pré-eclâmpsia, quando comparadas com mulheres normais não-

grávidas. Os níveis produzidos pelas células das gestantes portadoras de pré-

eclâmpsia foram significativamente maiores em comparação às gestantes

normais. Quando as células foram ativadas com PMA houve aumento

significativo na produção de O2
- pelos monócitos de mulheres não-grávidas e

de gestantes normais em relação aos níveis endógenos, o que não se verificou

no grupo de gestantes com pré-eclâmpsia.

Tabela 2. Produção de ânion superóxido por monócitos de mulheres normais

não-grávidas (NG), gestantes normais (GN) e gestantes com pré-eclâmpsia

(PE), estimulados ou não com éster de forbol (PMA). 

Estímulo

Mulheres

não-grávidas

Gestantes

normais

Gestantes

portadoras de 

pré-eclâmpsia

Significância*

Ausente 1,04 + 0,10 1,68 + 0,13 2,17 + 0,18 PE > GN > NG 

(p<0,05)

PMA 2,65 + 0,21 2,53 + 0,24 2,76 + 0,28 NS

Significância* p < 0,01 p < 0,05 NS

Resultados expressos em nM/2 x 105 monócitos (* Anova)

A análise do efeito da silibinina sobre a produção de O2
- mostra que a

concentração de 50ug/mL da mesma inibiu significativamente tanto a produção

espontânea quanto a estimulada desse metabólito nos três grupos estudados,

enquanto a dose de 5ug/mL não apresentou esse efeito (Figura 1). Portanto, a



inibição da liberação de O2
- pela silibinina, em monócitos estimulados ou não

com PMA, foi dose-dependente.
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Figura 1. Efeito da silibinina (SB) sobre a liberação de ânion superóxido (O2
-) por

monócitos do sangue periférico, obtidos de mulheres normais não-grávidas (NG), de
gestantes normais (GN) e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE), estimulados 
ou não (CO) com éster de forbol (PMA). Os resultados estão expressos como média +
SD.

 (p < 0,01) versus controle (GN, PE); # (p < 0,05) versus controle, SB5, SB50 (NG, GN);

* (p < 0,05) versus controle, SB5 (NG, GN, PE); 

+ (p < 0,05) versus PMA, PMA+SB5 (NG, GN, PE) (Anova)

A comparação do efeito inibidor da silibinina sobre a produção de O2-

pelas células dos três grupos estudados pode ser observada na Tabela 3.

Verifica-se que, nos três grupos estudados a concentração de 50ug/mL de

silibinina adicionada às culturas de monócitos, estimuladas ou não com PMA,

induziu maior percentagem de inibição de O2
- que a concentração de 5ug/mL. 

#

#
##

# +

+ +

*
*

*



Tabela 3. Efeito da silibinina (SB) sobre a liberação de ânion superóxido (O2
-)

por monócitos do sangue periférico, obtidos de mulheres normais não-grávidas

(NG), de gestantes normais (GN) e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia

(PE), estimulados ou não com éster de forbol (PMA). 

Estímulo
Mulheres

não-grávidas

Gestantes

normais

Gestantes

portadoras de 

pré-eclâmpsia

PMA (-) 21,7 + 5,3 16,7 + 4,6 31,8 + 10,6SB 5 g/mL
PMA (+) 12,1 + 2,9 18,7 + 3,8 25,3 + 7,8

PMA (-) 45,7 + 4,9 47,6 + 4,7 39,1 + 7,9
SB 50 g/mL PMA (+) 28,2 + 3,1 34,9 + 4,8 37,7 + 3,8

 Resultados expressos em média + SD da percentagem de inibição

5.3. Atividade da Superóxido Dismutase em eritrócitos de mulheres
normais não-grávidas, gestantes normais e gestantes portadoras de pré-
eclâmpsia

Os resultados apresentados na Figura 2 mostram que a atividade da

superóxido dismutase, presente nos eritrócitos, foi significativamente maior nas

gestantes com pré-eclâmpsia quando comparada com as gestantes normais e

mulheres não-grávidas.
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Figura 2. Liberação de superóxido dismutase (SOD) por eritrócitos de mulheres
normais não-grávidas (NG), gestantes normais (GN) e gestantes portadoras de pré-
eclâmpsia (PE). Os resultados estão expressos como média + SD de UI/g
hemoglobina.

* (p<0,05) vs NG, GN (Anova)

5.4. Produção de TNF-alfa

Na Figura 3 estão representados os níveis endógenos de TNF-

produzidos por monócitos de mulheres normais não-grávidas, de gestantes

normais e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia. Os resultados mostram

que no grupo de gestantes com pré-eclâmpsia os níveis de TNF- foram

significativamente maiores do que nos grupos de mulheres não-grávidas e de

gestantes normais, tanto nas culturas não tratadas com silibinina como nas

tratadas com diferentes doses do flavonóide, demonstrando a ativação

endógena das células nas gestantes com pré-eclâmpsia. O tratamento com

silibinina na concentração de 50ug/mL inibiu significativamente a produção da

citocina pelas células das gestantes com pré-eclâmpsia, mas não interferiu na

produção endógena por monócitos de gestantes normais e de mulheres não-

grávidas.

As duas concentrações de silibinina, empregadas no tratamento das

células, apresentaram efeito inibidor significativo sobre a produção de TNF-

quando os monócitos foram estimulados com LPS (Figura 4). Esses resultados

demonstram que a silibinina apresenta efeito inibidor sobre a produção de TNF-

por monócitos ativados por LPS. Não houve diferença entre os grupos com

*



relação aos níveis de TNF- produzidos. Os resultados da Figura 4 mostram

que monócitos estimulados com LPS, tanto na ausência como na presença de

silibinina, produzem concentrações significativamente maiores do que as

observadas nas culturas controle, tratadas ou não com esse flavonóide.

Portanto, os resultados sugerem que a capacidade de produção da citocina,

quando as células são estimuladas, está preservada nos três grupos

estudados.
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Figura 3. Efeito da silibinina (SB) sobre a produção espontânea de TNF-alfa por
monócitos do sangue periférico, obtidos de mulheres normais não-grávidas (NG), de
gestantes normais (GN) e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE). Monócitos
foram cultivados na ausência (CO) ou presença de silibinina nas concentrações de
5ug/mL (SB5) ou  50ug/mL (SB50). Os resultados estão expressos como média + SD.
* (p < 0,01) versus CO (NG, GN); + (p<0,05) versus SB5, SB50 (NG, GN)

#
(p < 0,05) versus Co (PE) (Anova)
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Figura 4. Efeito da silibinina (SB) sobre a produção de TNF-alfa por monócitos do
sangue periférico, obtidos de mulheres normais não-grávidas (NG), de gestantes
normais (GN) e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) e estimulados com
lipopolissacáride (LPS). Monócitos foram cultivados na presença de silibinina nas
concentrações de 5ug/mL (SB5) ou 50ug/mL (SB50) e de 10ug/mL de LPS. Os
resultados estão expressos como média + SD.
* (p < 0,01) versus SB5, SB50 (NG, GN, PE) (Anova)

5.5. Produção de IL-6

Na Figura 5 estão representados os resultados da produção de IL-6 por

monócitos de mulheres normais não-grávidas, gestantes normais e gestantes com pré-

eclâmpsia, detectados no sobrenadante de cultura dessas células, submetidas ou não

ao tratamento com silibinina e estimuladas ou não com LPS. A produção da citocina

estimulada por LPS foi significativamente maior em comparação às culturas controle não 

tratadas com silibinina ou tratadas com SB5 e SB50 e estimuladas com LPS nos três

grupos estudados.

Observa-se que, a produção endógena de IL-6 por monócitos não estimulados

com LPS, obtidos dos grupos de grávidas normais ou de portadoras de pré-eclâmpsia

foi significativamente maior em comparação aos monócitos de mulheres não-grávidas.

Essa diferença foi observada tanto nas culturas tratadas com SB5 e SB50, como nas

culturas controle, não tratadas. Esses resultados mostram que os monócitos dos grupos

de gestantes se encontram ativados, produzindo níveis maiores de IL-6 em relação ao

grupo de mulheres não-grávidas. Pode-se verificar também que o tratamento de

monócitos com silibinina não interferiu com a produção de IL-6 nos três grupos

* **



estudados, uma vez que não houve diferença estatística entre os valores da citocina

obtidos nas culturas não estimuladas ou estimuladas com LPS e submetidas ou não ao

tratamento com SB5 e SB50.

0

200

400

600

800

1000

NG GN PE

IL
-6

(p
g/

m
L)

CO SB5 SB50 LPS LPS+SB5 LPS+SB50

Figura 5. Efeito da silibinina (SB) sobre a produção de Interleucina-6 por monócitos de 
sangue periférico de mulheres normais não-grávidas (NG), de gestantes normais (GN)
e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) estimulados ou não com
lipopolissacáride (LPS). Monócitos foram cultivados na ausência (CO) ou presença de
silibinina nas concentrações de 5ug/mL (SB5) ou 50ug/mL (SB50) e de 10ug/mL de
LPS. Os resultados estão expressos como média + SD.
* (p<0,01) versus controle, SB50, SB5; + (p < 0,05) vesus NG (Anova)

5.6. Produção de IL-10

Os níveis de IL-10 produzidos por monócitos de mulheres não-grávidas e de

gestantes normais ou portadoras de pré-eclâmpsia, detectados no sobrenadante de

cultura dessas células, submetidas ou não ao tratamento com silibinina e estimuladas ou 

não com LPS estão representados na Figura 6. A produção espontânea de IL-10, obtida 

a partir das células não estimuladas com LPS, tratadas ou não com silibinina, foi

significativamente maior no grupo de gestantes normais quando comparado às

mulheres não-grávidas e gestantes com pré-eclâmpsia. Quando as células foram

estimuladas LPS, os níveis da citocina foram significativamente maiores em comparação 

às culturas controle não estimuladas. Não houve diferença entre os grupos quanto aos

valores de IL-10 produzidos após estímulo com LPS, tanto nas culturas não tratadas

com silibinina, como nas tratadas. 
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Figura 6. Efeito da silibinina (SB) sobre a produção de Interleucina-10 por monócitos
de sangue periférico de mulheres normais não-grávidas (NG), de gestantes normais
(GN) e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) estimulados ou não com
lipopolissacáride (LPS). Monócitos foram cultivados na ausência (CO) ou presença de
silibinina nas concentrações de 5ug/mL (SB5) ou 50ug/mL (SB50) e de 10ug/mL de
LPS. Os resultados estão expressos como média + SD.
* (p<0,01) versus controle, SB50, SB5; + (p<0,05) versus NG, PE (Anova)

5.7. Produção de IL-12

Os níveis endógenos de IL-12, produzidos por monócitos de gestantes normais e 

portadoras de pré-eclâmpsia, foram significativamente maiores quando comparados

com os obtidos de mulheres normais não-grávidas. A produção de IL-12 obtida após

estímulo com LPS foi significativamente maior do que a produção endógena nos três

grupos estudados, mostrando que a capacidade de produção da citocina está

preservada.

A comparação entre os resultados obtidos após tratamento com silibinina, nas

duas concentrações empregadas, e estímulo com LPS mostrou que esse flavonóide não 

interferiu na produção de IL-12 pelos monócitos dos três grupos avaliados. Entretanto,

os níveis de IL-12 produzidos foram significativamente maiores nas gestantes normais

quando comparados com as mulheres não-grávidas e gestantes portadoras de pré-

eclâmpsia.
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Figura 7. Efeito da silibinina (SB) sobre a produção de IL-12 por monócitos de sangue
periférico de mulheres normais não-grávidas (NG), de gestantes normais (GN) e de
gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) estimulados ou não com lipopolissacáride
(LPS). Monócitos foram cultivados na ausência (CO) ou presença de silibinina nas
concentrações de 5ug/mL (SB5) ou 50ug/mL (SB50) e de 10ug/mL de LPS. Os
resultados estão expressos como média + SD.
* (p < 0,01) versus CO, SB5, SB50 (NG, GN, PE); + (p < 0,01) versus Co, SB5, SB50 (NG); 

# (p < 0,01) versus LPS, LPS+SB5, LPS+SB50 (NG, PE) (Anova)

5.8. Produção de IL-15

A análise do efeito da silibinina sobre a produção de IL-15 por monócitos

de mulheres normais não-grávidas, de gestantes normais e de gestantes

portadoras de pré-eclâmpsia, estimulados ou não com LPS, não mostrou níveis 

detectáveis dessa citocina nos sobrenadantes das culturas de monócitos dos

três grupos estudados. Os valores encontravam-se abaixo do limite de

detecção do método. 

5.9. Produção de GM-CSF

Os resultados da produção de GM-CSF por monócitos de mulheres não-grávidas,

de gestantes normais e de gestantes com pré-eclâmpsia, representados na Figura 8,

mostram que o estímulo das células com LPS induz a produção de níveis
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significativamente maiores de GM-CSF em comparação com as culturas controle, não

estimuladas.

A análise da produção endógena de GM-CSF, detectada na cultura de monócitos

não estimulados com LPS, mostrou níveis significativamente maiores dessa citocina nos 

grupos de gestantes normais e portadoras de pré-eclâmpsia, quando comparados às

mulheres não-grávidas. O mesmo resultado foi observado com relação às culturas

estimuladas com LPS. O tratamento das células com SB5 ou SB50 não apresentou

efeito sobre a produção de GM-CSF pelas células dos grupos estudados, tanto nas

culturas estimuladas com LPS, como nas não estimuladas.
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Figura 8. Efeito da silibinina (SB) sobre a produção de GM-CSF por monócitos de
sangue periférico de mulheres normais não-grávidas (NG), de gestantes normais (GN)
e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) estimulados ou não com
lipopolissacáride (LPS). Monócitos foram cultivados na ausência (CO) ou presença de
silibinina nas concentrações de 5ug/mL (SB5) ou 50ug/mL (SB50) e de 10ug/mL de
LPS. Os resultados estão expressos como média + SD.

* (p<0,01) versus controle, SB50, SB5 (NG, GN, PE); + (p < 0,01) versus Co, SB5, SB50 (NG); #

(p < 0,01) versus LPS, LPS+SB5, LPS+SB50 (NG) (Anova)
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5.10. Produção de TGF- 1

Os níveis endógenos de TGF- 1 e os estimulados por LPS foram

significativamente maiores no grupo de gestantes normais em comparação com os

obtidos em mulheres normais não-grávidas, quando os monócitos foram cultivados tanto 

na ausência como na presença de silibinina. Entretanto, não foram observadas

diferenças significativas entre os resultados obtidos nos grupos de gestantes normais e

portadoras de pré-eclâmpsia. O tratamento das células com SB5 ou SB50 não

apresentou efeito sobre a produção da citocina pelas células dos grupos estudados,

tanto nas culturas estimuladas com LPS, como nas não estimuladas. 
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Figura 9. Efeito da silibinina (SB) sobre a produção de TGF- 1 por monócitos de
sangue periférico de mulheres normais não-grávidas (NG), de gestantes normais (GN)
e de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) estimulados ou não com
lipopolissacáride (LPS). Monócitos foram cultivados na ausência (CO) ou presença de
silibinina nas concentrações de 5ug/mL (SB5) ou 50ug/mL (SB50) e de 10ug/mL de
LPS. Os resultados estão expressos como média + SD.

* (p < 0,01) versus CO, SB5, SB50 (NG, GN, PE); + (p < 0,05) vesus CO, SB5, SB50 (NG);

# (p < 0,05) versus LPS, LPS+SB5, LPS+SB50 (NG) (Anova)
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6. Discussão
O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorrência de

estresse oxidativo e o efeito in vitro da silibinina sobre o estado de ativação de

monócitos em gestantes portadoras de pré-eclâmpsia. Para tanto foram

utilizados monócitos isolados do sangue periférico de gestantes portadoras de

pré-eclâmpsia, cujos controles foram gestantes normais e mulheres normais

não-grávidas.

Para estudo do estresse oxidativo foi determinada a produção de

ânion superóxido (O2
-) pelos monócitos dos grupos estudados. O estado de

ativação dessas células, em gestantes portadoras de pré-eclâmpsia, foi

demonstrado pelo achado de níveis endógenos de O2
- liberados pelos

monócitos significativamente maiores quando comparados com gestantes

normais e mulheres normais não-grávidas. Quando essas culturas foram

estimuladas com PMA houve aumento significativo na produção de O2
- pelos

monócitos de mulheres normais não-grávidas e de gestantes normais,

comparados com os níveis endógenos, enquanto nas gestantes com pré-

eclâmpsia não houve diferença entre os níveis endógenos e os estimulados por 

PMA. Estes dados sugerem que os monócitos das gestantes com pré-

eclâmpsia se encontram em maior estado de ativação e desta forma não

respondem ao estímulo com o PMA. Nossos resultados estão de acordo com a

literatura que mostra ativação de leucócitos na pré-eclâmpsia (SACKS et al.,

1998; FAAS et al., 2008).

É sugerido que na pré-eclâmpsia ocorre uma resposta inflamatória

generalizada, que desempenha papel importante na patogenia dessa doença

(FAAS & SCHUILING, 2001). Os fatores responsáveis pela ativação dessa

resposta inflamatória não são conhecidos, mas sugere-se que a placentação

inadequada e a baixa perfusão placentária causariam a liberação de

substâncias como fragmentos de membranas do sinciciotrofoblasto e DNA fetal

solúvel, bem como de citocinas que ativariam sistemicamente células

inflamatórias como monócitos, granulócitos e células endoteliais (KNIGHT et

al., 1998; LO et al., 1999; BORZYCHOWSKI et al., 2006; GERMAIN et al.,

2007; RUSTERHOLTZ et al., 2007). Assim, a resposta inflamatória

generalizada da pré-eclâmpsia é caracterizada por células endoteliais



(AUSTGULEN et al., 1997) e células inflamatórias ativadas (SACKS et al.,

1998).

Evidências mostram que o estresse oxidativo também pode estar

envolvido na fisiopatologia da pré-eclâmpsia (KHARB et al., 2000; TAKAGI et

al., 2004), uma vez que fatores citotóxicos podem agir de maneira sistêmica

causando lesão do endotélio, fenômeno diretamente relacionado com a doença

(REIN et al., 2003). A concentração plasmática de radicais livres, produtos de

oxidação, se encontra elevada na pré-eclâmpsia, antecedendo o aparecimento

de suas manifestações clínicas, mostrando correlação significativa com os

valores de pressão arterial (WICKENS et al., 1981; ERSKINE et al., 1985) e

com concentrações elevadas de gonadotrofina coriônica (KHARFI et al., 2005).

FAAS et al. (2008) mostraram que a incubação de células da

linhagem monocítica MM6, equivalente a monócitos maduros, com plasma de

gestantes portadoras de pré-eclâmpsia grave induz maior produção de reativos

intermediários do oxigênio do que o plasma de gestantes normais. Os autores

sugerem que esses reativos, presentes no plasma de gestantes normais e com

pré-eclâmpsia, podem ser responsáveis pela ativação de monócitos in vivo na

gestação normal e na pré-eclâmpsia. Considerando que fatores presentes no

plasma de gestantes com pré-eclâmpsia não parecem ativar diretamente

células endoteliais (DONKER et al., 2005), FAAS et al. (2008) sugerem que os

monócitos ativados pelos fatores plasmáticos devam ser os iniciadores da

resposta inflamatória generalizada observada na gestação normal e

principalmente na pré-eclâmpsia.

Embora, na literatura exista grande variabilidade entre os métodos

empregados para determinar a produção de O2
- e entre os diferentes tipos de

células estudadas, nossos resultados concordam com os descritos por outros

autores. A maior produção endógena de O2
- por monócitos de gestantes com

pré-eclâmpsia, observada no presente trabalho, também foi verificada por

SACKS et al. (1998), pois estes demonstraram que monócitos e granulócitos

de pacientes com pré-eclâmpsia produzem maiores quantidades de radicais

livres do oxigênio em comparação com gestantes normais. Assim, na pré-

eclâmpsia, a maior ativação dessas células é responsável pela maior produção

desses radicais livres em comparação com gestantes normais e mulheres não-



grávidas. TSUKIMORI et al. (2008), estudando neutrófilos estimulados por n-

formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine também verificaram maior produção de

O2- em mulheres com pré-eclâmpsia quando comparadas com os outros

grupos.

A maior produção de O2
- por gestantes portadoras de pré-eclâmpsia

sugere a ocorrência de estresse oxidativo nessas pacientes, esperando-se

assim que esse estresse seja combatido por mecanismos anti-oxidantes. Em

condições normais, o O2
- é metabolizado pela enzima superoxido dismutase

(SOD) presente na membrana de eritrócitos (NEBOT et al., 1993; KUMAR &

DAS, 2000). A SOD é responsável pela defesa contra O2-, que causa dano

celular tanto in vivo como in vitro (KUMAR & DAS, 2000; 2002; SIKKEMA et al., 

2001).

Nossos resultados mostram que a atividade da SOD, presente nos

eritrócitos, foi significativamente maior nas gestantes com pré-eclâmpsia

quando comparadas com gestantes normais e mulheres não-grávidas. Na

literatura, os resultados da atividade da SOD em eritrócitos ou no plasma de

gestantes pré-eclâmpsia são controversos. Alguns autores relatam aumento da

atividade da SOD em eritrócitos de gestantes com pré-eclâmpsia (LLURBA et

al., 2004; SHARMA et al., 2006; KRISHNA MOHAN & VENKATARAMANA,

2007) enquanto outros mostram diminuição dessa atividade (ILHAN et al.,

2002; ATAMER et al., 2005; DORDEVIC et al., 2008) ou ainda resultados

semelhantes da SOD em eritrócitos de gestantes com pré-eclâmpsia, gestantes 

normais e mulheres normais não-grávidas (DIRICAN et al., 2006). Essas

diferenças podem estar relacionadas à heterogeneidade das manifestações e

da gravidade da pré-eclâmpsia nas populações estudadas. KAUR et al. (2008)

detectaram aumento marcante na atividade da SOD no plasma de grávidas

normais e de gestantes com pré-eclâmpsia leve ou grave, quando comparadas

com mulheres normais não-grávidas. Entretanto, encontraram redução

significante na atividade da enzima em gestantes com pré-eclâmpsia leve e

grave quando comparadas às grávidas normais. Segundo os autores, a

diminuição dos níveis de SOD na pré-eclâmpsia grave pode estar associada

aos efeitos deletérios da hipertensão. A deficiência da atividade dessa enzima

seria resultante da incapacidade, das diferentes fontes celulares do organismo,



em neutralizar a produção contínua de O2
-, resultando em níveis elevados

desse radical livre. BERNARDI et al. (2008) sugerem que na pré-eclâmpsia a

diminuição significativa de SOD no plasma associada ao aumento de arginase

pode causar diminuição de óxido nítrico e do estresse oxidativo, provocando

assim lesão microvascular e disfunção endotelial. 

Em conclusão, os níveis elevados da atividade da SOD nas

gestantes com pré-eclâmpsia, observados no presente estudo, podem

representar a adaptação do organismo materno ao estresse oxidativo ou ainda,

um mecanismo compensatório para se livrar do excesso de O2
-, devido à

intensa ativação das células imunes ou endoteliais.

A análise do efeito da silibinina sobre a produção de O2
- mostra que,

nos grupos estudados, a concentração de 50ug/mL de silibinina inibiu

significativamente tanto a produção espontânea quanto a estimulada desse

metabólito, enquanto a dose de 5ug/mL não apresentou esse efeito. Portanto,

os resultados mostram que a inibição da liberação dos níveis de O2
- pela

silibinina, em monócitos estimulados ou não com PMA, é dose-dependente.

O efeito inibidor da silimarina e seus componentes ativos sobre o

metabolismo oxidativo de leucócitos polimorfonucleares (PMN) humanos,

obtidos do sangue periférico, foi demonstrado por VARGA et al. (2001). Os

autores verificaram que os diferentes componentes da silimarina inibem a

liberação de O2
- e a produção de H2O2 por PMN estimulados com PMA,

sugerindo que a silimarina tem propriedades anti-oxidantes sobre o

metabolismo oxidativo dessas células. Posteriormente, analisando a estrutura

molecular responsável pela propriedade anti-oxidante da silibinina, esses

autores (VARGA et al., 2006) verificaram que esse flavonoide e seus análogos

estruturais têm efeito inibitório sobre a liberação de O2
- via inibição da

translocação da proteína C quinase em neutrófilos estimulados por PMA. A

literatura mostra efeito inibidor dose-dependente da silibinina sobre a formação

de O2
- por células de Kupffer estimuladas com PMA. (DEHMLOW et al., 1996).

ZIELINSKA-PRZYJEMSKA & WIKTOROWICZ (2006) demonstraram que a

silidianina, outro componente ativo da silimarina, está associado a diminuição

significativa da produção de O2
- pelas células polimorfonucleares. 



Outro efeito anti-oxidante importante da silibinina é sua capacidade

de aumentar ou restaurar a atividade de SOD em linfócitos e eritrócitos de

pacientes com doenças hepáticas como a cirrose alcoólica crônica e hepatite

crônica pelo vírus tipo C (FEHÉR et al., 1987; 1989; WELLINGTON & JARVIS,

2001; POLYAK et al., 2007), sugerindo que a atividade anti-oxidante pode ser

um dos principais fatores da ação hepatoprotetora da silibinina.

O efeito da silibinina sobre o metabolismo oxidativo de monócitos

não está descrito na literatura. Assim, os resultados do presente trabalho

mostram, pela primeira vez, o efeito inibidor desse flavonoide sobre a produção

de O2
- in vitro. Estudos futuros, usando silibinina em modelos experimentais de

pré-eclâmpsia, poderão avaliar seu papel no tratamento do estresse oxidativo

descrito nessa patologia.

Os resultados referentes à produção de citocinas mostram que houve 

aumento significativo dos níveis endógenos de TNF- no grupo de gestantes

com pré-eclâmpsia, quando comparado aos grupos de mulheres normais não-

grávidas e grávidas normais, tanto nas culturas tratadas com as duas

concentrações de silibinina como nas não tratadas, demonstrando que estas

células se encontram ativadas endogenamente nas gestantes com pré-

eclâmpsia. Esses níveis endógenos de TNF- e a produção estimulada com

LPS detectados em gestantes normais e com pré-eclâmpsia confirmam

pesquisa realizada em nosso laboratório, que mostra que monócitos de

gestantes portadoras de pré-eclâmpsia encontram-se ativados in vivo,

produzindo níveis mais elevados de TNF- (PERAÇOLI et al., 2007). A

concentração de TNF- no plasma e sua produção por monócitos de gestantes

hipertensas, avaliadas no terceiro trimestre da gestação e no puerpério,

demonstram que gestantes com pré-eclâmpsia apresentam níveis plasmáticos

de TNF- e de ácido úrico significativamente maiores, quando comparados aos

de gestantes normais, havendo correlação entre esses parâmetros. Os níveis

endógenos de TNF- produzidos por monócitos foram maiores em gestantes

com pré-eclâmpsia e, a capacidade de produção da citocina por essas células

permaneceu inalterada após estímulo com LPS (PERAÇOLI et al., 2007). A

maior produção de TNF- em gestantes com pré-eclâmpsia, observada no

presente estudo, está em acordo com resultados de outros autores



(BECKMANN et al., 2004) e sugere que, os efeitos deletérios das altas

concentrações circulantes dessa citocina podem estar associados às

manifestações mais graves da pré-eclâmpsia.

Níveis elevados de TNF- são descritos no plasma de gestantes

com pré-eclâmpsia, estando associados com a patogênese da doença

(KUPFERMINC et al., 1994; VINCE et al., 1995; CONRAD et al., 1998;

MUNNO et al., 1999; ANIM-NYAME et al., 2003; SHARMA et al., 2007). A

literatura também relata aumento da expressão de TNF- em placentas de

gestantes com pré-eclâmpsia quando comparado com placentas normais

(RINEHART et al., 1999; WANG & WALSH, 1996). Em trabalho anterior,

demonstramos que níveis elevados de TNF- , detectados em homogenatos de

placenta de gestantes com pré-eclâmpsia, estão associados com a gravidade

da doença e com os valores de proteinúria (LOURENÇO et al., 2007). Esses

dados sugerem que o aumento de TNF- pode contribuir para a disfunção

endotelial generalizada característica da pré-eclâmpsia (CHEN et al., 1996;

KHAN et al., 2005). Além disso, SEKI et al. (2007) verificaram que nessa

doença, monócitos ativados produzem altos níveis de TNF- que induzem

apoptose e inibem, in vitro, a proliferação de linhagem de células trofoblásticas

de maneira dose-dependente, podendo assim ser considerada a principal

citocina envolvida na patogênese da pré-eclâmpsia.

A avaliação dos níveis endógenos de outras citocinas inflamatórias

produzidas por monócitos de gestantes com pré-eclâmpsia, gestantes normais e

mulheres normais não-grávidas mostrou produção significativamente maior de

IL-6, IL-12 e GM-CSF nas gestantes normais e nas com pré-eclâmpsia. Esses

resultados mostram que os monócitos dessas gestantes se encontram ativados,

produzindo concentrações significativamente maiores dessas citocinas em

relação ao grupo de mulheres não-grávidas.

A maior ativação de leucócitos na gestação normal e na portadora de 

pré-eclâmpsia é descrita pela literatura (REDMAN et al., 1999; SAITO et al.,

2007). Segundo SACKS et al. (1999), na gestação normal ocorre aumento do

número de monócitos e granulócitos desde o primeiro trimestre até o final da

gestação, ao contrário do sistema imune adaptativo, cuja reatividade encontra-

se diminuída durante a gestação. Há evidências de que componentes da



imunidade inata estejam ativados sistemicamente, representando um

mecanismo de defesa inata contra infecções (SACKS et al., 1999). Portanto, a

pré-eclâmpsia parece ser o resultado de uma resposta inflamatória materna,

que inclui ativação de células inflamatórias como monócitos e granulócitos,

bem como ativação de células endoteliais, componentes do sistema

inflamatório (OIAN et al., 1985; HAEGER et al., 1996; REDMAN et al., 2003).

Na gestação normal, alterações significativas de leucócitos intravasculares

levaram REDMAN et al. (1999) a sugerirem que, a pré-eclâmpsia é uma

doença resultante da exacerbação de um processo inflamatório generalizado,

natural da gravidez. 

Segundo alguns autores, níveis elevados de IL-6 detectados no soro

de gestantes com pré-eclâmpsia podem explicar o estado inflamatório intenso

observado nessa patologia e ser o resultado da ativação de leucócitos

envolvidos na disfunção endotelial (GREER et al., 1994; JONSSON et al.,

2006; LUPPI et al., 2006; CASART et al., 2007; SHARMA et al., 2007). LUPPI

& DELOIA (2006) detectaram maior expressão intracitoplasmática de IL-6 em

monócitos de gestantes com pré-eclâmpsia, sugerindo que os monócitos

circulantes são a principal fonte de citocinas inflamatórias nessa patologia.

Enquanto na gestação normal níveis elevados de IL-6 representam

uma resposta inflamatória sistêmica favorável ao organismo materno, na pré-

eclâmpsia, a associação de níveis elevados de IL-6 e de TNF- pode estar

envolvida na patogênese da doença. A ativação excessiva de monócitos e

granulócitos intravasculares e de macrófagos, descrita na pré-eclâmpsia,

sugere que a ativação do sistema imune inato pode também causar problemas

na progressão da gestação.

A literatura mostra resultados conflitantes em relação aos níveis de

IL-12 sérico ou plasmático, produzidos por células mononucleares de sangue

periférico de gestantes normais e com pré-eclâmpsia. Valores aumentados de

IL-12 no soro ou no plasma de gestantes com pré-eclâmpsia são detectados

por vários autores (DUDLEY et al., 1996; DANIEL et al., 1998; MANSOURI et

al., 2007). DUDLEY et al. (1996) determinaram a concentração IL-12 pela

presença da subunidade p40 e do dímero p75 da citocina, e observaram que

as maiores concentrações de IL-12p40 estavam presentes em gestantes com

pré-eclâmpsia grave e síndrome HELLP. A IL-12p75 foi observada em 90%



dessas pacientes, sugerindo que a IL-12 parece contribuir com as alterações

imunológicas presentes nessas intercorrências da gestação. Por outro lado,

outros autores não encontraram diferença entre gestantes normais e com pré-

eclâmpsia com relação aos níveis de IL-12 presentes no soro (JONSSON et al., 

2006).

Concentrações de IL-12, produzidas por células mononucleares de

sangue periférico, são semelhantes em gestantes com pré-eclâmpsia leve e

gestantes normais, e apresentam-se elevadas em gestantes com pré-

eclâmpsia grave, demonstrando ativação de monócitos nestas últimas e

contribuindo para a dominância de padrão Th1 de resposta na pré-eclâmpsia

(SAKAI et al., 2002). A semelhança entre grávidas normais e com pré-

eclâmpsia, em relação à produção de IL-12, foi demonstrada na resposta de

células mononucleares estimuladas ou não in vitro com PPD, toxoide tetânico

ou antígenos paternos (JONSSON et al., 2005). van NIEUWENHOVEN et al.

(2008), determinando a expressão de IL-12 por monócitos de sangue periférico

de grávidas normais e com pré-eclâmpsia, mostraram redução significativa da

percentagem de células produtoras da citocina em gestantes portadoras de

pré-eclâmpsia.

A discrepância entre os resultados da literatura em relação à

produção de IL-12 por células do sangue periférico e sua presença no plasma

ou soro de pacientes com pré-eclâmpsia pode ser explicada pela sensibilidade

dos diferentes métodos empregados na determinação da citocina, além da

variabilidade nos critérios de gravidade definidos para classificação das

pacientes. Nossos resultados, mostrando que essa citocina se encontra

aumentada na gestação normal e na pré-eclâmpsia concordam com a hipótese

de que a IL-12 é uma citocina inflamatória, produzida principalmente por

células da imunidade inata, e que se encontra ativada na gestação normal e

em maior grau na pré-eclâmpsia (FAAS & SCHUILIGAN, 2001; BREWSTER et

al., 2008). Além disso, a resposta inflamatória, que aumenta com o avanço da

gestação, tanto na gestação normal como na pré-eclâmpsia, pode explicar o

aparecimento tardio da pré-eclâmpsia na ausência de patologia placentária

(BREWSTER et al., 2008). 

Embora HAYASHI et al. (2004) observaram níveis elevados de GM-

CSF no soro e placenta de gestantes com pré-eclâmpsia em relação às



gestantes normais, no presente estudo a produção de GM-CSF não diferenciou 

gestantes normais e com pré-eclâmpsia. A diferença entre estes resultados e

os de HAYASHI et al (2004) pode ser atribuída ao emprego de diferentes

ensaios para determinação da citocina. Além disso, durante a gestação, os

níveis séricos de GM-CSF podem resultar da produção de GM-CSF por

diferentes tecidos.

A avaliação das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e TGF- 1 mostrou

que seus níveis endógenos foram maiores nas gestantes normais. A produção

de IL-10 nessas gestantes foi significativamente maior do que em mulheres

normais não-grávidas e gestantes com pré-eclâmpsia, enquanto os valores de

TGF- 1 foram significativamente maiores na gestação normal, quando

comparados aos produzidos por mulheres não-grávidas. A maior produção

dessas citocinas na gestação normal pode representar o perfil Th2 de resposta

que se desenvolve durante a gestação, para minimizar os efeitos deletérios de

uma resposta inflamatória excessiva.

No presente estudo a maior produção de IL-10 por monócitos de

gestantes normais corrobora os achados da literatura, que relatam maior

produção de IL-10 em gestantes normais e queda da produção dessa citocina

nas gestantes com pré-eclâmpsia (AZIZIEH et al., 2005; JONSSON et al.,

2005; BORECKCI et al., 2007). Nas gestantes normais, os níveis endógenos

elevados de IL-10 sugerem um mecanismo de controle da produção de TNF-

por essas células, ao serem submetidas à estimulação crônica durante a

gestação, na tentativa de controle da reação inflamatória materna. A menor

produção de IL-10 por células mononucleares do sangue periférico não

estimuladas ou ativadas por mitógenos também foi observada na pré-

eclâmpsia (DARMOCHWAL-KOLARZ et al., 2002; ORANGE et al., 2003;

AZIZIEH et al., 2005).

A IL-10 exerce potente efeito anti-inflamatório, considerado

importante na manutenção da gestação (CHAOUAT et al., 1995; HANNA et al.,

2000). JOHNSON et al. (2005) avaliaram a produção espontânea de IL-5, IL-6,

IL-10, IL-12, IL-13 e TNF- por monócitos de gestantes normais e com pré-

eclâmpsia em resposta a antígenos paternos e verificaram diminuição

significativa da produção de IL-10, principalmente frente a estímulo com



antígenos paternos, mostrando uma resposta materna seletiva aos antígenos

fetais específicos. Assim, o aumento da resposta inflamatória na pré-eclâmpsia

pode ser consequente à diminuição dos níveis de IL-10, uma vez que essa

citocina regula a produção de citocinas inflamatórias, como TNF- por

monócitos (NIHO et al., 1998). 

No presente estudo, a análise da capacidade de produção das

diferentes citocinas por monócitos estimulados com LPS mostrou que nos

grupos estudados essa atividade encontra-se preservada. Para todas as

citocinas avaliadas (TNF- , IL-6, IL-10, IL-12, GM-CSF e TGF- 1) os níveis

produzidos após estímulo com LPS foram significativamente maiores do que a

produção pelas células não estimuladas. Por outro lado, após estímulo com

LPS, os níveis de GM-CSF foram significativamente maiores nas gestantes

normais e nas com pré-eclâmpsia, quando comparadas com as mulheres

normais não-grávidas. Por outro lado, foi observada maior produção de IL-12

nas gestantes normais em relação às gestantes com pré-eclâmpsia e às

mulheres normais não-grávidas, e a produção de TGF- 1 foi significativamente

maior em gestantes normais do que em mulheres não-grávidas. Nossos

resultados sugerem que a capacidade de produção dessas citocinas está

aumentada, principalmente em gestantes normais, e são parcialmente

concordantes com a literatura. Segundo BREWSTER et al. (2008a), a

disfunção inflamatória envolvida na fisiopatología da pré-eclâmpsia pode ser

demonstrada pelo aumento da capacidade de produção das citocinas IL-1 , IL-

2, IL-10, G-CSF, IFN- e TNF- por monócitos estimulados com LPS,

contrariando a tradicional dicotomia Th1/Th2 descrita na pré-eclâmpsia.

Entretanto, é importante salientar que o estudo da capacidade de produção de

citocinas por monócitos, estimulada por LPS, nem sempre retrata o estado de

ativação dessas células na pré-eclâmpsia. Nesse sentido, os resultados mais

adequados para se correlacionar a gravidade da pré-eclâmpsia com o perfil ou

com o nível de citocinas são os obtidos da produção endógena ou não

estimulada dessas células. 

Os resultados do presente estudo frente ao efeito da silibinina, em

relação a produção de citocinas por monócitos estimulados ou não com LPS

mostraram que as duas concentrações utilizadas não interferiram com os níveis 



de IL-6, IL-10, IL-12, GM-CSF e TGF- 1, produzidos por células dos grupos

estudados. Esse flavonoide apresentou efeito inibidor apenas sobre a produção 

de TNF- . O tratamento das células com silibinina na concentração de 50ug/ml

inibiu significativamente a produção de TNF- pelas células das gestantes com 

pré-eclâmpsia, porém não interferiu na produção endógena por monócitos de

gestantes normais e mulheres não-grávidas. Observa-se que o tratamento das

células com silibinina, nas duas concentrações empregadas, causou efeito

inibidor significativo sobre a produção de TNF- quando os monócitos foram

estimulados com LPS. A inibição pode ser melhor observada quando os níveis

de TNF- estavam elevados, como na produção endógena pelas células de

gestantes com pré-eclâmpsia e na produção estimulada por LPS, nos três

grupos (Figuras 2 e 3).

A atividade anti-inflamatória da silibinina sobre a produção de TNF-

induzida por LPS já foi demonstrada por trabalho desenvolvido em nosso

laboratório. BANWWART et al. (2008), avaliando o efeito da silibinina sobre o

metabolismo oxidativo de monócitos humanos, obtidos de indivíduos saudáveis,

mostraram que esse flavonoide inibe, de maneira dose-dependente, a produção

de TNF- induzida por LPS e a liberação de H2O2 por monócitos estimulados

com PMA. Estudos in vivo e in vitro mostraram que a silibinina atua

principalmente inibindo a produção e expressão de TNF- em humanos e em

modelos experimentais (SCHUMANN et al., 2003; AGARWAL et al., 2006;

FALASCA et al., 2008; SHANMUGAM et al., 2008). Na avaliação do efeito

protetor da silimarina em modelo experimental de sepse, induzida por LPS em

camundongos, KANG et al. (2004) demonstraram que a administração in vivo do

flavonoide aumentou a sobrevida dos animais. O cultivo in vitro de macrófagos

peritoniais desses camundongos com diferentes doses de silimarina e LPS

revelou efeito inibidor dose-dependente do flavonóide sobre a produção de IL-1

e PGE2, e sobre a expressão de mRNA para IL-1 e COX-2. O efeito

antiinflamatório e protetor na sepse apresentado pelo favonoide é mediado, ao

menos em parte, por sua ação inibidora sobre a produção de citocinas e

mediadores inflamatórios.

Estudos sobre os mecanismos moleculares envolvidos no efeito anti-

inflamatório da silibinina apontam para o efeito inibidor sobre o fator de



transcrição nuclear kappa B (NF-kB), uma proteína composta por duas

subunidades p50 e p65, capaz de se ligar ao DNA e agir como fator de

transcrição em vários genes envolvidos nos processos inflamatórios,

citoprotetores e carcinogênicos (KANG et al., 2002; KREN and WALTEROVÁ,

2005; PRADHAN & GIRISH, 2006). Estudo realizado por LEE et al. (2007)

mostrou que a silibinina polariza a resposta Th1/Th2 através da inibição da

função imunomodulatória de células dendríticas. A incubação dessas células

com o flavonoide suprimiu a expressão das moléculas CD80, CD86, moléculas

MHC classes I e II e IL-12 nessas células. Além disso, a silibinina inibiu a

translocação nuclear da subunidade p65 do NF- B nas células estimuladas com

LPS. Segundo os autores, as funções imunofarmacológicas da silibinina

poderiam ser úteis no desenvolvimento de terapêutica adjuvante para doenças

agudas ou crônicas.

Assim, os resultados mais recentes da literatura apontam para um

efeito anti-inflamatório e anti-oxidante da silibinina, principalmente por inibir

fatores de transcrição inflamatórios, envolvidos na produção de citocinas pró-

inflamatórias como IFN- , IL-1 , IL-2 e TNF- , liberação de radicais livres do

oxigênio e nitrogênio, além de expressão de moléculas envolvidas na resposta

inflamatória (SCHUMANN et al., 2003; AGARWAL et al., 2006; PRADHAN &

GIRISH, 2006; LEE et al., 2007).

Os estudos empregando silibinina para tratamento de doenças

inflamatórias humanas, como cirrose alcoólica e hepatite crônica viral tipo C

mostram resultados promissores e ausência de efeitos colaterais (FEHÉR et

al., 1987; 1989; POLYAK et al., 2007; FALASKA et al., 2008). Assim, o

emprego desse flavonoide poderia ser importante como terapêutica adjuvante

no tratamento das manifestações inflamatórias exacerbadas da pré-eclâmpsia.



7. Conclusões
O presente estudo permitiu concluir que, em gestantes portadoras de 

pré-eclâmpsia:

1. Monócitos se encontram ativados, produzindo níveis mais elevados de ânion 

superóxido e de TNF-

2. A maior atividade da enzima superóxido dismutase, presente em eritrócitos,

pode participar do mecanismo de adaptação do organismo materno ao

estresse oxidativo, decorrente dos altos níveis de ânion superóxido produzido

pelas células dessas pacientes;

3. Níveis elevados de IL-6, IL-12 e GM-CSF, produzidos por monócitos e

semelhantes aos de gestantes normais, indicam que essas células se

encontram ativadas durante a gestação.

4. A menor produção endógena de IL-10 associada à maior produção de TNF-

por monócitos, quando comparada com gestantes normais, sugere que a

resposta inflamatória mais intensa na pré-eclâmpsia seria decorrente da

diminuição dos níveis de IL-10;

5. A maior produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, após estímulo dos

monócitos com LPS, sugere que a capacidade de produção de citocinas se

encontra preservada e semelhante às gestantes normais e mulheres normais

não-grávidas;

6. A silibinina inibiu tanto a produção endógena de TNF- quanto a estimulada

por LPS, porém não teve efeito sobre a produção de IL-6, IL-10, IL-12, GM-

CSF e TGF- 1;

7. A silibinina, por suas propriedades anti-oxidante e anti-inflamatória, inibiu a

lilberação de ânion superóxido e a produção de TNF- .
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