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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome gestacional humana, sendo uma das principais
causas de morte obstétricas diretas no Brasil. Apesar de sua fisiopatologia ndo estar plenamente
elucidada, relaciona-se a PE com a isquemia placentaria, visto que a liberagdo de produtos na
circulacdo materna resultantes da ma perfusdo pode acarretar uma disfuncdo endotelial
sistémica. Esses produtos extravasados podem atuar como mediadores inflamatorios e ativar o
sistema imune inato, promovendo a intensificagcdo de diversos padrdes de sinalizagdes, os quais
atuam sobre o inflamassoma, um complexo proteico que medeia um estado altamente
inflamatério, sendo o NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3), o mais bem
caracterizado até entdo. Diante dos desdobramentos sistémicos provocados pelo processo
inflamatorio intenso devido a ativacdo do NLRP3 e considerando que as causas relacionadas a
resposta inflamatdria e apoptose celular na PE ainda ndo foram plenamente elucidadas, 0 uso
de farmacos como a glibenclamida (GB) e de abordagens moleculares relacionadas a inibi¢céo
farmacoldgica do NLRP3 podem ser uma boa estratégia para futuros tratamentos da PE. A GB
é um anti-hiperglicemiante oral da segunda geracao de sulfonilureias que vem sendo conhecido
por inibir canais de potassio sensiveis a adenosina trifosfato no complexo do inflamassoma,
além de impedir a migracdo e a infiltracdo de células inflamatorias para 0 NLPR3. Nesse
sentido, visando investigar os efeitos da inibicdo farmacoldgica do inflamassoma através da
GB em vasos acometidos pela pré-eclampsia, artérias de corddes umbilicais de gestantes
diagnosticadas com pré-eclampsia (PE) de e gestantes normotensas (NT) foram incubadas na
presenca ou ndo do farmaco e as expressdes génicas de marcadores de fatores responsaveis pelo
processo inflamatdrio e de piroptose, como NLRP3, CASP3 e CASP1, foram comparados nas
artérias umbilicais disfuncdo endotelial foram comparadas. Foram estudadas 3 gestantes
diagnosticadas com PE e 4 gestantes NT que realizaram parto cesareo no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB). Todas as pacientes envolvidas foram
informadas e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (n°
4.961.945 aprovado em 09/09/2021). Os dados do presente estudo sugerem que a GB pode ter
efeito na inibicdo do NLRP3 através do down-regulation de fatores relacionados a disfungéo
endotelial, como NLRP3, caspase-1 e caspase-3. Entretanto, esses dados reforcam a
necessidade de mais estudos ex vivo com artérias umbilicais humanas e com uma maior
amostragem a fim de confirmar os resultados encontrados e desenvolver, posteriormente, um

possivel tratamento para a pré-eclampsia atraves da utilizacéo da glibenclamida.
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1  INTRODUCAO
1.1. Pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome gestacional responsavel por 37% das causas de
morte obsteétricas diretas no Brasil® e a principal causa de morbidade e mortalidade entre 2 a 8%
das gestagcdes no mundo todo2. Seus sintomas clinicos estdo associados com uma hipertensao
arterial prévia, que ocorre mais frequentemente a partir da 202 semana de gestacdo ou nos
primeiros dias ap0s o parto, sendo acompanhada ou ndo por proteindria, mas intimamente
relacionada a complicacdes sistémicas, como insuficiéncia renal, disfuncdo endotelial e Utero-
placentéria, sindrome HELLP (hemdlise, elevacdo de enzimas hepéticas e trombocitopenia),
além da restrigdo do crescimento fetal®#,

Em uma gestacdo normal, durante o segundo trimestre de gravidez, as artérias
espiraladas maternas sdo invadidas pelo trofoblasto e diferenciam-se fenotipicamente em
células endoteliais, culminando na remodelac&o dessas artérias®. Este processo € essencial para
garantir a vasculogénese, que garantird um suprimento sanguineo adequado para a placenta e
para o desenvolvimento fetal. No entanto, em placentas de gestantes com PE, a invasao
trofoblastica ocorre de maneira inadequada, ocorrendo em torno de 30 a 50% das artérias®, o
que leva a um quadro de ma perfusdo e de isquemia placentarias’. Somado ao suprimento
insuficiente de oxigénio e nutrientes, ha a redugdo da area de superficie disponivel para troca
materno-fetal, podendo contribuir para os desfechos desfavoraveis relacionados & gestagao®.

Atualmente, estudos demonstraram® que ha forte correlacio entre a isquemia placentaria
e essa sindrome, visto que a liberacdo de produtos na circulacdo materna resultantes da méa
perfusdo pode acarretar uma disfuncao endotelial sistémica. Os mecanismos pelos quais estes
produtos séo liberados na circulacdo materna, sendo capazes de modificar a fungédo endotelial
das gestantes com PE e, consequentemente, alterar o balanco entre as substancias vasoativas,
como 6xido nitrico (NO), prostaciclina e endotelina, ainda ndo sdo totalmente conhecidos®®.

A literatura demonstra que a disfuncdo endotelial generalizada observada na PE € a
principal causa das anormalidades clinicas observadas nesta doencal''2. A disfuncdo da
barreira endotelial é caracterizada pela perda de contato entre as células endoteliais e 0
extravasamento de plasma, proteinas, células e solutos'®. Em um processo normal, essas células
endoteliais vasculares recobrem a camada interna de vasos sanguineos, formando uma barreira
entre 0 sangue e a matriz extravascular, o0 que mantém o transporte de solutos, fluidos e
células**. A liberacdo de produtos na circulacio materna altera o balanco de substincias
significativas para a manutengdo da angiogénese adequada ao meio uterino, como 0xido nitrico

(NO), prostaciclina e endotelina®®. Esses produtos extravasados podem atuar como mediadores



inflamatorios e ativar o sistema imune inato, o primeiro mecanismo pelo qual o organismo
responde imediatamente a infec¢des e injurias, por meio do reconhecimento por receptores de
reconhecimento padrdo (pattern recognition receptors - PRRs)®. Os PRRs reconhecem
moléculas liberadas por patdégenos ou células danificadas. Tais sinais moleculares séo
chamados de padrdes moleculares associados ao dano (damage-associated molecular pattern -
DAMPs) ou a patdgenos (pathogen associated molecular pattern - PAMPs)®. Receptores de
reconhecimento padrdo (pattern recognition receptors - PRRs) reconhecem moléculas liberadas
por patdgenos ou células danificadas.

O inflamassoma, complexo proteico que medeia um estado altamente inflamatorio,
reage a sinalizacdo efetuada por PAMPs e DAMPs e é ativado, sendo o NLR family pyrin
domain containing 3 (NLRP3), o melhor caracterizado até entdo’. A interagdo entre PAMPS
e DAMPs com os toll-like receptors (TLRs) leva a uma ativacdo da via do NF-xB (factor
nuclear kappa B), resultando no aumento da transcricdo de NLRP3 e pro-interleucina 1B (pro-
IL-1B), bem como da proteina ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD)®, Em um segundo momento, as DAMPS interagem com nod-like receptors (NLRS),
resultando na oligomerizagdo de NLRP3, ASC e prd-caspase-11’. Quando ativada, a pro-
caspase-1 produz caspase-1 (CASP-1) e sua atividade leva as formas ativas de interleucina 13
(IL-1PB) e interleucina 18 (IL-18), que serdo secretadas no meio extracelular’®?, A interleucina
1B (IL-1B) induz a expressdo de genes que controlam febre, dor, vasodilatagdo e hipotensdo,
além da inducdo de resposta celular endotelial que facilita a infiltracdo de células imunes em
tecidos danificados®’. A IL-18 é necessaria para a producéo de interferon-gama (IFN-y), uma
citocina co-estimulatéria que medeia a imunidade adaptativa?’. Além disso, a ativagdo da
CASP-1 também cliva a gasdermina D (GSDMD), a qual promove a formacao de poros nas
membranas celulares e desencadeia uma forma litica e pro-inflamatéria de morte celular,
denominada piroptose. Achados na literatura indicam que a gasdermina E (GSDME/DFNAJ5)
foi encontrada expressa em artérias®!. A clivagem da GSDME pela CASP-3 libera o dominio
N-GSDMNE, que também medeia a piroptose através da formacéo de poros nas membranas
celulares. Esse processo de morte celular programada gera espécies altamente inflamatorias,
além de um excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem aumentar
o catabolismo do NO, diminuindo sua biodisponibilidade?.

O NLRP3 também pode ser ativado por outros variados estimulos, incluindo ATP e
iondforos de K* 2. Demonstrou-se que a deplecdo citosélica de K* medeia a maturagio e a

liberacdo de IL-1pB por macréfagos e mondcitos em resposta ao ATP?42526, Além disso, apenas



a diminuicdo de K+ intracelular demonstrou-se capaz de ativar NLRP3, tanto na via ndo
candnica medida por caspase-11 quanto na via alternativa®”? (Figura 1).

Nesse sentido, a ativacdo do NLRP3 é considerada um fator agravante da disfuncéo
endotelial existente na pre-eclampsia e relaciona-se com diversos desdobramentos da doenca,
como a inflamacdo e a morte celular por piroptose, processos relacionados a fisiopatologia da
PE.
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Figura 1. Mecanismos das duas vias de ativacdo do inflamassoma NLRP3. A primeira via, (signal 1,
esquerda), leva a ativacao da via do NF-«B resultando no aumento da transcri¢do de NLRP3 e pro-1L-1p
bem como da proteina ASC. A segunda via (signal 2, direita) ocorre por meio de variados estimulos,
incluindo ATP extracelular, fluxo i6nico, disfungdo mitocondrial e EROs. Kelley et al. Int. J. Mol. Sci.
2019, 20, 3328.

1.2. Glibenclamida

Um dos farmacos atualmente testados para inibir farmacologicamente o inflamassoma
NLPR3 ¢ a glibenclamida (GB), uma droga da familia das sulfonilureias amplamente prescrita
para tratar Diabetes Mellitus tipo 22°. Sua agdo farmacoldgica foi descrita®® em 2019, sendo
conhecida por impedir a migracao e a infiltragdo de células inflamatorias para o NLRP3 através
da indugdo do fechamento dos canais de potassio sensiveis a adenosina trifosfato (ATP) e do
aumento da concentracio intracelular de K**°. Este farmaco age melhorando a disfuncéo
endotelial das artérias e veias umbilicais e ja foi descrito como inibidor de NLRP3 em células
endoteliais na barreira hemato-encefalica®®. Esses canais também estio presentes no musculo
liso e sua abertura leva ao relaxamento vascular?®3°. Visto isso, considerando que as causas
relacionadas a disfuncéo endotelial na PE ainda ndo foram plenamente elucidadas, a anélise da

expressao génica de fatores responsaveis pelo processo inflamatorio e de piroptose nas arterias



umbilicais sob a a¢éo de farmacos como a glibenclamida, pode ser uma boa estratégia para uma
melhor compreensao dessa doenca e para propor tratamentos com farmacos que ajam nessa via

inflamatoria, futuramente.

1.3. Justificativa do tema

Estudos com artérias umbilicais humanas sdo escassos na literatura, embora seja um
material importante para o entendimento da fisiopatologia da PE. Nesse sentido, o intuito do
presente estudo foi corroborar com outros achados do laboratério em modelos ex vivo, no qual
foram realizados ensaios de reatividade vascular em artérias umbilicais de gestantes PE e de
gestantes NT. O presente estudo propés um tratamento farmacol6gico para a inibicdo do
inflamassoma NLRP3 por meio da glibenclamida, um farmaco ja conhecido na literatura por
aumentar a concentracéo intracelular de K*, inativando o NLRP3, além da analise da expressdo
génica de fatores ligados a disfuncdo endotelial, como inflamacg&o e morte celular por piroptose.

2 METODOLOGIA
2.1. Selecéo das participantes e coleta do corddo umbilical de gestantes NT e PE

Foram estudadas 3 gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE) com sinais de gravidade
que realizaram a assisténcia ao parto cesareo na Maternidade do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e 4 gestantes normotensas (NT) que realizaram
a assisténcia ao parto ceséareo no Hospital Estadual de Botucatu (HEB). A idade gestacional foi
estabelecida pela data da Gltima menstruacdo e confirmada por exame ultrassonogréfico

precoce (menos que 12 semanas de gestacdo).

Critérios de inclusdo: Gestantes com pré-eclampsia - com idade gestacional entre 24 e
40 semanas, com diagnostico de pré-eclampsia com sinais de gravidade e ndo apresentar
qualquer outra patologia clinica ou obstétrica. Gestantes normotensas — com idade gestacional
entre 24 e 40 semanas, ndo ter diagndstico de pré-eclampsia e ndo apresentar patologias clinicas
ou obstétricas.

Critérios de néo-inclusdo: apresentacdo de qualquer intercorréncia obstétrica ou
clinica, tais como: gestacdo gemelar, doengas renais, doencas infecciosas, ma-formacéo fetal,
soro positividade para virus da imunodeficiéncia humana - HIV e uso de drogas e alcool. Todas

as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto a finalidade da
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pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu
— UNESP (n° 4.961.945 aprovado em 09/09/2021).

2.2. Artérias umbilicais e incubacdo com GB

Aproximadamente 15 a 30 minutos apés a realizacdo do parto, fragmentos de 10 mg
(aproximadamente 1 cm de comprimento) foram seccionados do corddo umbilical de gestantes
NT (n = 4) e de gestantes com PE (n = 3). Os tecidos adiposo e conectivo foram removidos
cirurgicamente das artérias umbilicais das gestantes com PE, sendo posteriormente seccionadas
em duas partes: uma parte foi incubada na presenca de 0,0050 mg/mL de GB e a outra sem o
farmaco; ambas foram incubadas a 37 °C por 15 minutos. As artérias umbilicais da gestante NT
passaram pelo mesmo processo de remocéo dos tecidos adiposo e conectivo e foram incubadas

na auséncia de GB nas mesmas condic¢des experimentais das amostras PE.

2.3. Reacao de transcricdo reversa e PCR em tempo real para andlise da expressao
génica de indicadores de resposta inflamatdria e de morte celular

Para a realizagdo da RT-gPCR, o RNA total das artérias umbilicais previamente tratadas
e ndo tratadas com glibenclamida de gestantes NT e de gestantes PE foi extraido. Inicialmente,
foi realizada a sintese de cDNA a partir das amostras de RNA total utilizando o kit Maxima
First Strand cDNA Synthesis Kit with dsDNase (Thermo Fisher, cat. K1671), seguindo as
instrugdes do fabricante. Os experimentos de qPCR foram realizados em duplicata, com
auséncia de cDNA no no target control (NTC) e usando o termociclador QuantStudio 3 TM
(Applied Biosystems). Para os ensaios de expressao relativa, foi utilizado o Kit Luna SYBR
Green Master Mix Universal (New England Biolabs, cat. M300L) seguindo o protocolo do
fabricante. Em cada reacéo foi utilizado 8L Luna Universal g°PCR, 100 nM de cada primer
(forward e reverse), 2 uL de cDNA (2.5 ng/uL) e quantidades variadas de agua nuclease-free
para completar o volume final de 10 pL de cada reagédo. Os seguintes genes foram analisados:
CASP1, CASP3, NLRP3 e p-actina. A media geométrica do pS-actina foi escolhida como
referéncia devido a sua estabilidade nas amostras. Os cDNAs foram amplificados nas seguintes
condigdes: desnaturacdo inicial a 95°C/1 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C/15s,
e anelamento/extensdo a 60°C/1 min. A analise do ensaio foi realizada pelo GeneGlobe Data
Analysis Center (QIAGEN 2013-2022) em amostras em duplicata.
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2.4. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram performadas no GeneGlobe Data Analysis Center
(QIAGEN 2013-2022) em amostras em duplicata. O calculo do valor de p foi baseado no test
t-Student referente aos valores do 2*- ACT das replicatas de cada gene do grupo controle e dos
grupos tratados. O valor de p<0,05 foi considerado significativo e seu calculo baseou-se na

distribuicdo paramétrica ndo pareada.

3 RESULTADOS
3.1. Parametros clinicos das pacientes NT e PE

Os parametros clinicos das pacientes cujos corddes umbilicais foram coletados para o
ensaio de expressdo génica estao representados na Tabela 1. Nao foram identificadas diferencas
estatisticas no parametro de idade materna, IMC, peso do recém-nascido e indice APGAR entre
0s grupos. As gestantes também apresentaram parametros similares em relacdo a raca,
primiparidade e tabagismo. Em contrapartida, a pressdo arterial sistélica (PAS) e a pressao
arterial diastdlica (PAD) estd aumentada no grupo PE quando comparada com o grupo NT
(ambos p<0,05).

Tabela 1. Parametros clinicos das pacientes

Parimetros Gestantes Normotensas Pré-eclimpsia P
N 4 3
Idade (anos) 25252175 31 £1,528 0.1018
Caucasianas (%) 100 66.66 0.7952
Primiparas (%) 50 0 0.7952
Tabagistas (%5) 0 ] -
GAS (semanas) 52+ 12,68 37+ 1,115 0.1429
PAS (mmHg) 125 +2 887 150+ 10 0.0286*
PAD (mmHg) 2800 93,333,333 0.0286*
Acido frico (mg/dL) ND 5.1 £ 08505 -
Hematdcerito (%) ND 3813 = 2,634 -
Hemoglobina (g/dL) ND 12,67 + 0.8686 -
Plaquetas (>10%/mm®) ND 228+ 1572 -
Creatinina (mg/dL) ND 0,73 £0.20 -
IMC (kg/'m®) 28.6+3.261 33,183,071 02286
Peso recém-nascido (g) 33712254 3042+ 5774 =(.9999

GAS: idade gestacional na amostragem; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastolica; IMC:
indice de massa corporea; ND: ndo determinado. Valores representados por média + erro padréo e frequéncia
(percentual) para varidveis categdricas. As variaveis paramétricas foram comparadas pelo teste t-Student e as ndo-
paramétricas pelo teste de Mann-Whitney. As varidveis categoricas foram comparadas por meio de tabela de
contingéncia. *p<0,05.
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3.2. Expressdo génica de indicadores de resposta inflamatéria e de morte celular em
artérias umbilicais de gestantes NT e de gestantes PE na auséncia de GB

Em relacdo a expressdo génica de CASP1 e NLRP3, houve uma tendéncia de up-
regulation (fold change > 1) das amostras PE (n = 3) em relacdo as amostras NT (n = 4),
enguanto que em relacdo a CASP3, houve uma tendéncia de down-regulation (fold change < 1)
das amostras PE quando comparadas as NT (Figura 2A). Entretanto, ndo houve diferencas
estatisticas (p>0,05).

A expressdo génica individual de cada amostra PE quando comparado com NT mostrou
um perfil variado. Em relacdo a expressdo génica de CASP1, os grupos PE1 e PE3 tenderam ao
up-regulation enquanto PE2 tendeu ao down-regulation (Figura 2B). Na expressao génica de
CASP3, os grupos PE2 e PE3 apresentaram uma tendéncia de down-regulation, enquanto o
grupo PE1 demonstrou uma tendéncia de up-regulation (Figura 2C). Por fim, a expressdo
génica de NLRP3 nos grupos PE2 e PE3 demonstraram uma tendéncia de down-regulation
enquanto no PE1 demonstrou uma tendéncia de up-regulation (Figura 2D), no entanto néo

houve diferenca estatistica (p>0,05).
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Figura 2. Expressdo génica relativa (fold change) de CASP1, CASP3 e NLRP3 em artérias de gestantes NT (n =
4) e de gestantes PE (n = 3) (A), seguida da expressdo génica independente de cada amostra PE individual
comparada com NT (B-D). Valores estdo representados como expressdo génica relativa (fold change). Expresséo
génica relativa = 1 representa NT (controle), p<0,05.

3.3. Expressdo génica de marcadores de resposta inflamatdria e morte celular em
artérias umbilicais de gestantes PE e de gestantes PE na presenca de GB

A expressdo génica de cada amostra PE ndo tratada foi comparada a sua amostra
correspondente tratada com GB. Em relacdo a CASP1, todas as amostras tratadas com GB
tenderam ao down-regulation em relacdo as suas amostras PE ndo tratadas (Figura 3A). Em
relacdo a CASP3, houve um perfil variado, com as amostras PE2 e PE3 tratadas com GB
tendendo ao up-regulation em relacdo as suas amostras PE controle, enquanto PE1 + GB
apresentou uma expressao génica menor em relacdo a sua amostra controle (Figura 3B). Na
expressao génica de NLRP3, também se observaram tendéncias variadas, com as amostras PE1
+ GB e PE2 + GB apresentando uma tendéncia de down-regulation em relacdo ao controle,
enquanto a amostra PE3 + GB apresentou uma tendéncia de up-regulation em relacéo a sua

amostra controle PE3 (Figura 3C). Novamente, ndo houve diferencas estatisticas (p>0,05).
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Figura 3. Expressédo génica relativa (fold change) independente de CASP1, CASP3 e NLRP3 em artérias de cada
amostra individual de gestantes PE + GB (n = 3) comparadas com o controle correspondente. Valores estdo
representados como expressao génica relativa (fold change). Expressdo génica relativa = 1 representa PE
(controle), p<0,05.
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4 DISCUSSAO

O inflamassoma é um complexo proteico que medeia a resposta imune inata via ativagdo
da caspase-1 (CASP-1) e caspase-3 (CASP-3), promovendo a secrecao de fatores como IL-13
and IL-18, relacionados ao quadro altamente inflamatério caracterizado pela ativacdo deste
complexo. Estudos in vivo e ex vivo®®3’ demonstraram que a ativagio do inflamassoma NLRP3
estd envolvida na patogénese da PE e de outras sindromes da gravidez relacionadas a
inflamacéo placentaria, como disfuncéo endotelial e morte celular por piroptose, sugerindo que
a inibicdo do NLRP3 ou de seus mediadores pode promover o desenvolvimento de novas
terapias anti-inflamatorias para a prevencdo ou para o tratamento dessas sindromes,
principalmente na PE. Visto isso, para a melhor compreensdo da fisiopatologia da PE e para
investigacdo de possiveis tratamentos que levem em consideracdo a inibicdo do NLRP3, o
presente estudo utilizou um modelo ex vivo para performar os experimentos.

Os parametros clinicos das pacientes cujas amostras de artérias umbilicais foram
coletadas para este estudo foram avaliados a fim de identificar possiveis fatores que indicassem
diferencas entre o grupo PE e o grupo NT. A avaliacdo desses parametros demonstrou que a
pressdo arterial sistolica (PAS) e a pressdo arterial diastolica (PAD) esta aumentada no grupo
PE quando comparada com o grupo NT (ambos p<0,05), corroborando com a fisiopatologia ja
descrita desta sindrome, na qual a pressdo arterial encontra-se elevada e promove diversos
desdobramentos nocivos para a salide materna.

Apesar de escassos, artigos recentes®?* demonstraram niveis superiores de expressao
génica de NLRP3 e CASP1 em tecidos placentarios de gestantes pré-eclampticas quando
comparadas a gestantes normotensas. Outros estudos®* demonstraram a expresséo elevada de
CASP3 em tecidos placentarios, mais especificamente no trofoblasto, sugerindo que o0 aumento
da expressdo génica deste biomarcador parece estar relacionado com a diminuicdo da defesa
contra apoptose. Visto isso, o presente estudo utilizou um modelo ex vivo para avaliar a inibicdo
farmacoldgica do NLRP3 e corroborou com a literatura ja existente ao observar uma tendéncia
de up-regulation (fold change > 1) das amostras PE (n = 3) em relacdo as amostras NT (n = 4)
na expressao génica de CASP1 e NLRP3. A expressdo génica de CASP3 nas amostras PE em
relacdo as amostras NT foi menor, divergindo dos dados ja publicados.

Para o tratamento/gerenciamento dessa sindrome, o presente trabalho focou na inibicao
do NLRP3 em artérias umbilicais humanas de gestantes pré-eclampticas através da
glibenclamida (GB), um farmaco ja conhecido na literatura® por induzir o fechamento de canais
de potassio sensiveis a adenosina trifosfato (ATP), aumentando a concentragdo intracelular de

K™ na célula e inativando o inflamassoma. A expressdo génica de cada amostra individual PE
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néo tratada foi comparada a amostra correspondente tratada com GB e observou-se que, em
relacdo a CASP1, todas as amostras tratadas tenderam ao down-regulation em relagdo as suas
amostras PE ndo tratadas, o que corrobora com o papel da GB na inibicao da ativacdo do NLRP3
por meio da diminuicdo de CASP1. Na expressdo génica NLRP3 e de CASP3, as tendéncias
mostraram-se mais variadas, embora a maioria das amostras tenham demonstrado uma
propenséo ao down-regulation nas amostras PE tratadas com GB em relacdo a suas respectivas

amostras ndo tratadas.

5  CONCLUSAO

Os dados do presente estudo sugerem que a glibenclamida pode ter efeito na inibicao
do inflamassoma NLRP3 através do down-regulation de fatores relacionados a disfuncgéo
endotelial, como NLRP3, caspase-1 e caspase-3. Entretanto, esses dados reforcam a
necessidade de mais estudos ex vivo com artérias umbilicais humanas e com uma maior
amostragem para confirmacédo desses resultados e para um posterior desenvolvimento de um

tratamento para a pré-eclampsia utilizando estratégias para a inibi¢do farmacolégica do NLRP3.
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