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PREFACIO

O documento elaborado para a Defesa de Dissertagdo, para obtengao do titulo de mestra
em Tocoginecologia, intitulado “Envolvimento dos receptores de TNF na polarizagdo de
monocitos em gestantes portadoras de pré-eclampsia”, encontra-se dividido em dois capitulos.

O capitulo I tem como foco o estudo da expressdo dos receptores do fator de necrose
tumoral (TNFR1 e TNFR2) em subpopulagdes de mondécitos (M1-like e M2-like) de gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE) e de gestantes normotensas (NT). Sdo apresentados os
resultados da percentagem e da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de mondcitos M1-
like, caracterizados pela expressao dos receptores TLR4 ¢ CD64, e de mondcitos M2-like,
caracterizados pela expressdo dos receptores CD163 e CD206. Também sdo apresentadas a
percentagem e a MIF da expressdo de TNFR1 e TNFR2 por ambas as subpopulagdes. Esses
dados mostram que gestantes portadoras de PE possuem perfil inflamatério devido a maior
expressdo, tanto da percentagem quanto da MIF de TNFR1 por mondcitos CD14" TLR4" e
CD14" CD64" e pelo aumento da concentragdo de citocinas inflamatérias, como TNF e IL-1B
por essas células.

O Capitulo II refere-se ao projeto de Estagio de Pesquisa no Exterior, intitulado
“Modelo 3D in vitro de implantagdo placentaria utilizando cé€lulas trofoblasticas de primeiro
trimestre de gestagcdo”, desenvolvido na Wayne State University, em Detroit, Michigan, Estados
Unidos, sob a supervisdo do Dr. Gil Mor. Esse projeto foi fundamental para a aquisicdo e o
aprofundamento de conhecimentos técnicos e conceituais relacionados a aplicacdo de modelos
tridimensionais in vitro, que mimetizam os eventos iniciais da implantacdo placentaria, em
especial os processos de migra¢do e invasdo do trofoblasto extraviloso sobre o estroma
endometrial, caracteristicos dos primeiros dias apds a fertilizagdo. O modelo foi estabelecido a
partir do uso de células trofoblasticas da linhagem SW.71 e células estromais endometriais da
linhagem hESC. O desenvolvimento e a aplicagdo desse protocolo visam contribuir para
investigagdes cientificas voltadas a compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no desenvolvimento embriondrio e na gestacdo, bem como para o estudo de

patologias gestacionais associadas a falhas na placentagdo, como a PE.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

£ A

%: percentagem

°C: graus Celsius

Alexa 488: fluorocromo alexa fluor 488

Alexa 647: fluorocromo alexa fluor 647

BLS: spheroid-liked blastocyst (esferoide semelhante a blastocisto)
CD: cluster of differentiation

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EDTA: écido etilenodiamino tetra-acético

ELISA: ensaio de imunoabsor¢do enzimatica

h: horas

hESC: células estromais humanas

IL: interleucina

mg: miligramas

MIF: mediana de intensidade de fluorescéncia

min: minutos

mL: mililitro

mm: milimetro

mmHg: milimetro de merctrio

NF-kB: fator de transcri¢do nuclear kappa B

NLRP: Nod-like receptors with a pyrin domain

ng: nanograma

NT: normotensa

PE: fluorocromo ficoeritrina

PE: pré-eclampsia

PE-Cy7: fluorocromo ficoeritrina conjugado com corante cianina
PerCP-Cy5.5: fluorocromo proteina piridina clorofila conjugado com corante cianina
pg: picograma

rpm: rotagdes por minuto

RPMI: Roswell Park Memorial Institute, meio sintético complexo
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s: segundos

sTNFR: receptor soltivel de TNF

SW.71: células trofoblésticas de primeiro trimestre de gestagdo
TLR: receptor do tipo Toll

tmTNF: fator de necrose tumoral transmembrana
TNEF: fator de necrose tumoral

TNFRI1: receptor 1 do fator de necrose tumoral
TNFR2: receptor 2 do fator de necrose tumoral
U/mL: unidade por mL

pg/mL: micrograma por mL

pg: micrograma

pL: microlitro
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Capitulo 1

ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES DE TNF SOBRE A
POLARIZACAO DE MONOCITOS EM GESTANTES PORTADORAS
DE PRE-ECLAMPSIA
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RESUMO

Introducio: A pré-eclampsia (PE) ¢ uma sindrome especifica da gestagdo, caracterizada por
intensa resposta inflamatoria sistémica e ativagao de mondcitos, que se encontram polarizados
para um perfil inflamatério, com producdao exacerbada de citocinas pro-inflamatorias.
Embora, sejam descritas concentragdes elevadas de fator de necrose tumoral (TNF) e de seus
receptores (TNFR1 e TNFR2) no plasma de gestantes com PE, ndo se conhece a distribui¢ao
desses receptores em monocitos e seu papel na patogénese da PE. Portanto, a determinagao
desses receptores em subpopulagdes de mondcitos, associada a concentragdo plasmatica de
TNF e de seus receptores soluveis, podera trazer novos conhecimentos para a compreensao da
resposta inflamatdria sistémica nessa sindrome. Objetivos: Avaliar o envolvimento da
expressao de receptores de TNF (TNFR1 e TNFR2) por subpopulagdes de monocitos na
resposta inflamatoria sist€émica em gestantes portadoras de PE. Métodos: Mondcitos isolados
de 20 gestantes com PE e de 20 gestantes normotensas (NT) foram analisados por citometria
de fluxo quanto a expressao dos receptores TLR4, CD64, CD163 e CD206, utilizados para
caracterizar os perfis M1-like e M2-like, respectivamente, bem como os receptores TNFR1 e
TNFR2. As concentragdes plasmaticas das citocinas pro-inflamatorias TNF e interleucina
(IL)-1pB, da citocina anti-inflamatoria IL-10 e dos receptores soliveis sSTNFR1 e sTNFR2
foram determinadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). A anélise estatistica foi realizada
por meio de testes ndo paramétricos, considerando-se nivel de significancia de 5%.
Resultados: Gestantes com PE apresentaram maior expressdo dos marcadores pro-
inflamatorios TLR4 e CD64 em mondcitos, concomitante a reducdo da expressdo dos
marcadores associados ao perfil anti-inflamatério CD163 e CD206, em comparagdo as
gestantes NT. Observou-se aumento da percentagem de monocitos Ml-like e M2-like
expressando os receptores TNFR1 e TNFR2 no grupo PE. Entretanto, a mediana da
intensidade de fluorescéncia (MIF) do TNFR?2 foi significativamente menor em monocitos de
gestantes com PE, quando comparada a de gestantes NT. No plasma, as concentragdes de
TNF, IL-1B e sTNFR1 foram significativamente maiores nas gestantes pré-eclampticas,
enquanto os niveis de IL-10 e sTNFR2 foram reduzidos em relagdo ao grupo controle.
Conclusao: Conclui-se que a PE esta associada a uma polarizagdo predominante dos
monocitos para um perfil pro-inflamatério M1-like, concomitante a reducdo do perfil
imunorregulador M2-like, evidenciando o papel central dessas células na inflamagao
exacerbada caracteristica dessa sindrome. Esse desequilibrio imunologico relaciona-se nao

apenas a ativacdo exacerbada do eixo TNF-TNFRI1, mas também a deficiéncia nos
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mecanismos regulatorios mediados pelo TNFR2. Adicionalmente, as alteracdes observadas
nas concentracdes plasmaticas das formas soluveis desses receptores reforcam a existéncia de
desbalanco na sinalizacdo do TNF, favorecendo a manutengdo da resposta inflamatodria

mediada pela imunidade inata na PE.

Palavras-chave: pré-eclampsia, subpopulagdes de mondcitos, TNF, receptores de TNF,
citometria de fluxo.
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ABSTRACT

Introduction: Preeclampsia (PE) is a pregnancy-specific syndrome characterized by an intense
systemic inflammatory response and monocyte activation, with these cells polarized toward a
pro-inflammatory phenotype and exhibiting exacerbated production of pro-inflammatory
cytokines. Elevated levels of tumor necrosis factor (TNF) and its receptors (TNFR1 and
TNFR2) have been reported in the plasma of women with PE. However, the distribution of
these receptors among monocyte subpopulations and their role in PE pathogenesis remain
poorly understood. In this context, characterizing TNFR1 and TNFR2 expression in monocyte
subpopulations, along with assessing plasma concentrations of TNF and its soluble receptors,
may provide new insights into the systemic inflammatory response associated with this
syndrome. Objectives: To evaluate the involvement of TNF receptor expression (TNFR1 and
TNFR2) by monocyte subpopulations in the systemic inflammatory response of women with
PE. Methods: Monocytes isolated from 20 women with PE and 20 normotensive pregnant
women (NT) were analyzed by flow cytometry for the expression of TLR4, CD64 and CD163,
CD206, respectively, which were used to characterize M1-like and M2-like phenotypes, as well
as for the expression of TNFR1 and TNFR2. Plasma concentrations of the pro-inflammatory
cytokines TNF and interleukin (IL)-1p, the anti-inflammatory cytokine IL-10, and the soluble
receptors STNFR1 and sTNFR2 were determined by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Statistical analyses were performed using non-parametric tests, with a significant
level set at 5%. Results: Women with PE exhibited increased expression of the pro-
inflammatory markers TLR4 and CD64 on monocytes, concomitant with reduced expression
of the anti-inflammatory markers CD163 and CD206, compared to NT pregnant women. An
increased percentage of both M1-like and M2-like monocytes expressing TNFR1 and TNFR2
was observed in the PE group. However, the median fluorescence intensity (MFI) of TNFR2
was significantly lower in these monocyte subpopulations in women with PE than in NT
women. Plasma concentrations of TNF, IL-1f3, and sTNFR1 were significantly higher in
preeclamptic women, whereas levels of IL-10 and sTNFR2 were lower than in the control
group. Conclusion: In conclusion, PE is associated with a predominant polarization of
monocytes toward a pro-inflammatory M1-like profile, concomitant with a reduction in the
immunoregulatory M2-like profile, highlighting the central role of these cells in the exacerbated
inflammatory state characteristic of this syndrome. This immunological imbalance is related
not only to the enhanced activation of the TNF-TNFR1 axis but also to a deficiency in TNFR2-

mediated regulatory mechanisms. Additionally, alterations in the plasma concentrations of the
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soluble forms of these receptors reinforce the presence of dysregulated TNF signaling, favoring

the maintenance of innate immune-mediated inflammatory responses in PE.

Keywords: preeclampsia; monocyte subpopulations; TNF; TNF receptors; flow cytometry.
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1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da gestagao que acomete aproximadamente
2 a 8% das gestagdes e permanece como uma das principais causas de morbimortalidade materna e
perinatal em todo o mundo. Clinicamente, caracteriza-se pela manifestacdo de hipertensao arterial
(PAS > 140 ou PAD > 90 mmHg) associada a proteinuria (= 300 mg/24 h), apds a 20" semana de
gestagdo ou no puerpério, em mulheres previamente normotensas. Na auséncia de proteinuria,
disfungdes sistémicas, incluindo comprometimento hepatico, neurolégico ou hematologico,
disfungdo tutero-placentaria e restrigdo do crescimento fetal também caracterizam essa doenca,
refletindo seu carater multissist€émico (Brown et al., 2018; ACOG, 2020; Lee et al., 2024; Roberts,
2024; Karrar et al., 2025). Do ponto de vista fisiopatologico, a PE é marcada por uma intensa
resposta inflamatoria sistémica e por estresse oxidativo, considerados elementos centrais na
progressao da doenca (Redman & Sargent, 2005; Faas et al., 2014; Rana et al., 2022).

Células do sistema imune inato exercem papel central na resposta inflamatoria e estdo
diretamente envolvidas na fisiopatologia da PE (Faas et al., 2014; Vishnyakova et al., 2019).
Evidéncias sugerem que mondcitos maternos sao ativados durante sua passagem pela placenta, em
resposta a exposi¢cdo a citocinas, microvesiculas e exossomos liberados pelo sinciciotrofoblasto,
perpetuando o estado inflamatorio sistémico caracteristico da doenga (Sokolov et al., 2016; Weel et
al., 2016; Nonn et al., 2019). Essas células apresentam elevada plasticidade funcional e podem ser
polarizadas em perfis pro-inflamatérios (M1-like) ou anti-inflamatérios/imunorregulatédrios (M2-
like), de acordo com os estimulos do microambiente (Mantovani et al.,, 2004).
Monocitos/macréfagos M1-like expressam altos niveis dos receptores TLR (Toll-like receptor) 4 e
CD64 (receptor opsoninico do tipo FcyRI) e produzem citocinas inflamatdrias, enquanto células
M2-like apresentam maior expressdo de CD163 (receptor “scavenger” para complexo haptoglobina-
hemoglobina) e CD206 (receptor de manose) e produzem interleucina (IL)-10 e fator de crescimento
transformador beta (TGF-), contribuindo para a resolugdo da inflamacdo (Mantovani et al., 2004;
Sica et al., 2008; Akila et al., 2012).

Mondcitos circulantes de gestantes com PE encontram-se endogenamente ativados, e
polarizados para o perfil M1-like, com aumento da expressdo de TLR4 e CD64 e diminuicao de
CD163 e CD206, além de ativagdo dos inflamassomas Nod-like receptors with a pyrin domain
(NLRP1 e NLRP3) e producido exacerbada de TNF, IL-1p e IL-18, concomitante a diminui¢do de
IL-10 (Medeiros et al., 2014; Matias et al., 2015; Roméao-Veiga et al., 2018; Vishnyakova et al.,
2019).

O desbalanco entre citocinas pro- e anti-inflamatoérias na PE esta bem estabelecido, sendo
caracterizado pela predominancia de TNF em relagdo a IL-10, tanto no plasma quanto na placenta,
0 que resulta em aumento da razdo TNF/IL-10, especialmente nos casos mais graves da doenga

(Weel et al., 2016; Nunes et al., 2021). As elevadas concentragoes de TNF descritas em gestantes
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pré-eclampticas refletem sua produgao tanto pela placenta quanto por células mononucleares do
sangue periférico, sobretudo monocitos ativados, e estdo associadas ao estresse oxidativo, a
gravidade da manifestacao clinica da PE e a desfechos maternos desfavoraveis (Peracoli et al., 2013;
Minuz et al., 2015; Romao-Veiga et al., 2020).

O TNF ¢ secretado por células do sistema imune, especialmente por mondcitos e macrofagos
ativados. Essa citocina ¢é expressa na forma transmembrana (tmTNF) e pode ser clivada
proteoliticamente para a forma soluavel (TNF) pela agdo da enzima conversora de TNF
(TACE/ADAM17) presente na superficie dessas células (Moss et al 1997; Brenner et al., 2015). O
TNF interage com dois receptores de membrana distintos, TNFR1-p55 (CD120a) ¢ TNFR2-p75
(CD120b), ativando diferentes vias de sinalizagdo intracelulares. TNFR1 pode ser ativado por ligagdo
a ambos, tmTNF e sTNF, enquanto TNFR2 ¢ principalmente ativado por tmTNF (Richter et al., 2012;
Sedger & McDermott MF., 2014), mas também pode responder ao TNF (Krippner-Heidenreich et
al., 2002; Fischer et al., 2020; Siegmund & Wajant, 2023). Quando ligado ao TNFR1, o TNF ativa
a via candnica do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-«xB) e as vias da p38MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) ¢ JNK (c-Jun N-terminal cinase), causando desregulagdo metabodlica em
mondcitos e promovendo inflamacgao. Por outro lado, a ligagao entre TNF ¢ TNFR2 ativa a via ndo
candnica do NF-«xB e a via da p38MAPK associadas a resposta anti-inflamatéria (Wajant &
Siegmund, 2019; Wang et al., 2025). Assim, a interagcdo de TNFR2 com TNF pode aumentar a
producao de IL-10 por monocitos, contribuindo para a resolucao da inflamac¢do (Gane et al., 2016).

A literatura mostra que o TNFR1 se expressa na maioria das células, enquanto a expressao
do TNFR2 ¢ restrita apenas as c¢lulas imunes (Atretkhany et al., 2020; Hansen et al., 2021). A
metaloproteinase TACE/ADAM17 também atua clivando os receptores de TNF (sTNFR) em
formas soluveis, encontradas na circulagao e que podem neutralizar o TNF no plasma (Feng et al.,
2015; Ruiz et al., 2021). Em gestantes com PE, concentragdes plasmaticas elevadas de TNF e de
sTNFR1 tém sido descritas e associadas a maior gravidade materna e fetal, podendo persistir por
meses apos a resolugdo da gestacdo (Peragoli et al., 2013; Minuz et al., 2015; Estensen et al., 2015).
Em contraste, os dados referentes ao STNFR2 ainda sdo inconsistentes, possivelmente devido as
diferentes formas de manifestagdo clinica da PE e aos métodos empregados, ressaltando a
necessidade de investigagdes adicionais (Perucci et al., 2014; Atretkhany et al., 2020).

Frente a este contexto, torna-se relevante investigar a expressdo dos receptores TNFR1 e
TNFR2 em subpopula¢des de monocitos com perfis M1 e M2 em gestantes com PE. Considerando
que a distribuigdo desses receptores nessas subpopulagdes celulares representa uma lacuna na
literatura, especialmente na PE, a analise integrada da expressdo de TNFR1 ¢ TNFR2 em monocitos,
associada as concentragdes plasmaticas de TNF e de seus receptores soliveis, podera contribuir para
uma melhor compreensao da inflamacgao sistémica mediada pela imunidade inata nessa sindrome.
Esses achados também poderdo indicar novos biomarcadores de gravidade e potenciais alvos

terap&uticos para o controle da PE.
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