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PREFACIO

O documento da Tese para obtencdo do titulo de Doutora em Tocoginecologia,
intitulado “Efeito imunomodulador da vitamina D e silibinina sobre subpopulac6es de células

T CD4" em gestantes portadoras de pré-eclampsia” encontra-se dividido em 6 partes:

Inicialmente, a Introducdo aborda uma revisdo a respeito da patogénese da pré-
eclampsia (PE) e suas manifestacdes clinicas. Também é apresentada a literatura relacionada a
resposta imune adaptativa, a diferenciacdo dos linfocitos T helper (Th)- CD4, assim como, 0
papel da vitamina D (VD) e da silibinina (SB) na pré-eclampsia.

O capitulo I contempla o manuscrito intitulado “Vitamin D modulates the transcription
factors of T cell subsets to anti-inflammatory and regulatory profiles in preeclampsia”, que foi
submetido a publicacgdo ao periodico Journal of Reproductive Immunology. Os resultados desse
manuscrito mostram que o tratamento in vitro com a VD sobre as células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs), diminuiu a expressdo génica dos fatores de transcricdo
caracteristicos das subpopulac@es inflamatorias (Thl e Thl7) e aumentou os fatores de
transcrigdo referente aos perfis anti-inflamatérios (Th2) e regulador (Treg) em gestantes com
pré-eclampsia. Assim, sugere-se que a resposta inflamatéria sistémica observada na PE pode
ser decorrente de um desequilibrio na homeostase do sistema imunologico materno, causado

pela diminui¢do do hormonio VD, capaz de regular a inflamagé&o.

O capitulo Il é composto pelo manuscrito “Immunomodulatory effect of vitamin D on
the activators of transcription and transcription factors of CD4* T cell subsets in pregnant
women with preeclampsia” que sera enviado para publicacdo e apresenta os resultados da
analise proteica dos transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STATS), os fatores de
transcricdo das subpopulagdes de células T CD4" e as citocinas relacionadas aos perfis. Os
resultados demonstraram o efeito imunomodulador in vitro da VD sobre a imunidade
adaptativa, favorecendo o aumento de STATS, dos fatores de transcricdo dos perfis Th2 e Treg
e das citocinas relacionadas as células T em gestantes com PE. Esse manuscrito, evidenciou a
capacidade da VD em modular uma importante via de sinalizacdo JAK/STAT, restaurando o

desequilibrio das subpopulagdes de células T CD4" observado na PE.



O capitulo 11l estd apresentado em forma de manuscrito que sera enviado para
publicacéo, intitulado “Silibinin downregulates the expression of the Th1 and Th17 profiles by
the modulation of STATS and transcription factors in pregnant women with preeclampsia”. Foi
relatado o papel do flavonoide silibinina na modulacdo da via JAK/STAT, com a diminuicao
dos ativadores de transcricdo e dos fatores de transcricdo de perfis inflamatorios, além da
diminuicéo das citocinas pro-inflamatorias por linfocitos T CD4" em gestantes portadoras de
PE. Sendo assim, o papel modulador da silibinina parece ter grande importancia na imunidade
adaptativa. Considerando que nosso grupo de pesquisa apresenta conhecimento prévio sobre o
emprego in vitro de SB, com varios trabalhos associados a PE publicados em periddicos
internacionais e, que ndo ha resultados sobre o efeito desse flavonoide sobre as subpopulagdes
de células T, decidiu-se acrescentar essa analise devido as suas propriedades anti-inflamatdria,
anti-oxidante e imunomoduladora ja descritas em outras patologias, com processos
inflamatorios intensificados. Dessa forma, séo apresentados resultados obtidos de 16 gestantes
pré-eclampticas e 16 gestantes normotensas (NT).

Finalizando a presente tese de Doutorado encontram-se as conclusdes gerais baseadas nos
3 capitulos que compreenderam esse estudo, 0s anexos referentes aos Termos de Consentimento
Livre e Esclarecido e o parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Alexa 647: fluorocromo alexa fluor 647

APC-H7: fluorocromo aloficocianina
conjugado com o analogo de um
cianina 7

BB515: fluorocromo azul brilhante 515
CBA: cytometric bead array
CD: cluster of diferenciagéo

CD127: cluster de diferenciacdo 127,
molécula marcadora de células efetoras

CD25: cluster de diferenciacdo 25,
molécula marcadora de células T
reguladoras

CD3: cluster de diferenciacdo 3, molécula
marcadora de células T

CD4: cluster de diferenciacdo 4, molécula
marcadora de células T helper

cDNA: DNA complementar
CO:z2: diéxido de carbono
EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético

ELISA: ensaio de imunoabsor¢édo
enzimatica

FoxP3: forkhead box P3, fator de
transcricdo de células T reguladoras

GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato-
desidrogenase

GATA-3: GATA binding protein 3, fator
de transcricdo de células Th2

h: horas

H202: peroxido de hidrogénio
IFN-y: interferon gama

IL: interleucina

IL-23R: receptor da interleucina 23

IkB: proteina inibitdria da via de
sinalizacdo de NF-xB

LPS: lipopolissacarideo

MZ1: mondcitos classicamente ativados
M2: mondcitos alternativamente ativados
mg: miligramas

MIF: mediana de intensidade de
fluorescéncia

mL: mililitro

mm: milimetro

mmHg: milimetro de mercurio
NF-kB: fator nuclear kappa B
NK: célula natural killer
NLRP: receptor NOD-like
nM: nanomolar

NT: normotensa

°C: graus Celsius

p: nivel de significancia

PA: pressao arterial

PBMCs: células monucleares do sangue
periférico

PBS: solucgéo salina tamponada, phosphate
buffered saline

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
PGE¢:2: prostaglandina E2

gPCR: reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real

RNA: &cido ribonucleico

RORyt: retinoic-acid-receptor-related
orphan nuclear receptor gamma t
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rpm: rotacdes por minuto

RPMI: Roswell Park Memorial Institute,
meio sintético complexo

Runxl: runt-related transcription factor 1
RXR: receptor retinoide X

SB: silibinina

STAT: Signal transducer and activator of

transcription.  Transdutor de sinal e
ativador da transcricédo

STAT1: transdutor de sinal e ativador da
transcricao 1

STATS: transdutor de sinal e ativador da
transcricao 3

STAT4: transdutor de sinal e ativador da
transcricao 4

STATS: transdutor de sinal e ativador da
transcricao 5

STATG6: transdutor de sinal e ativador da
transcricao 6

T-bet: T box transcription factor, fator de
transcricao de células Thl

TGF-B1: fator transformador do
crescimento beta 1

Thl: célula T helper 1

Th17: célula T helper 17

Th2: célula T helper 2

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa
Treg: célula T reguladora

U/mL: unidade por mL

UVB: raios ultravioleta

VD: vitamina D

VDBP: proteina de ligacdo a vitamina D
VDR: receptor de vitamina D

pg: micrograma

pM: micromolar

%: percentagem
1,25 (OH)D: 1,25-dihidroxivitamina D

25(0OH)D: 25-hidroxivitamina D
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RESUMO
Na pré-eclampsia (PE) ocorre um estado de ma adaptacdo da tolerdncia imunoldgica,

caracterizado por ativagdo anormal do sistema imune inato e adaptativo. A ocorréncia de uma
resposta inflamatdria sistémica parece ser devida ao desbalanco das subpopulactes de células
T CD4, causado por aumento do numero de células de perfis inflamatorios T helper 1 (Thl) e
Th17 e diminuico das células caracteristicas dos perfis anti-inflamatdrio e regulador, Th2e T
reg respectivamente. Portanto, o desbalanco entre as subpopulacgdes de células T pode ser critico
para a tolerancia ao feto e para prevencdo da PE. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito
imunomodulador, in vitro, da vitamina D (VD) e da silibinina (SB) sobre células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) de gestantes pré-eclampticas, com énfase em subpopulacdes de
células Th. Foram estudadas 20 gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas (NT),
pareadas pela idade gestacional. Sangue periférico foi obtido das gestantes de ambos os grupos
para determinacdo da concentracdo plasmatica de VD [25(OH)D]. O efeito imunomodulador
da VD e da SB sobre as subpopulaces de células T CD4" (Thl, Th2, Th17 e Treg) foi avaliado
quanto a expressdo dos transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo (STATS) para as células
Thl (STAT1 e STAT4), Th2 (STAT6), Thl7 (STAT3) e Treg (STAT5) e dos fatores de
transcrigdo intracelulares para células Thl (T-bet), Th2 (GATA-3), Th17 (RORyt e Runxl) ¢
Treg (FoxP3) por PCR quantitativo (QPCR) e/ou citometria de fluxo. As citocinas relacionadas
as subpopulacdes de células Th, as pré-inflamatérias, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17, IL-22 e IL-
23 e as anti-inflamatdrias 1L-10 e TGF-p, produzidas por PBMCs de gestantes pré-eclampticas
e NT foram determinadas pelos métodos de cytometric bead array (CBA) e/ou Elisa. De
maneira geral, os resultados mostraram que o tratamento in vitro com VD e SB é capaz de
modular o desbalancgo das subpopulacdes de células T presente na PE, diminuindo os fatores de
transcricdo, os ativadores de transcri¢do e citocinas caracteristicos dos perfis inflamatorios e
aumentando os relacionados aos perfis anti-inflamatdrio e regulador. Assim, o entendimento da
modulacdo das subpopulacgdes de células T por agentes com ag¢fes imunomoduladoras e anti-
inflamatdrias, como VD e SB, podera contribuir para a melhor compreensdo do envolvimento
da imunidade adaptativa na fisiopatologia da PE e possivelmente propor formas alternativas

para o tratamento dessa importante patologia da gestacéo.

Palavras-chave: PBMCs, pré-eclampsia, subpopulacées de células T, citocinas, vitamina

D e silibinina.
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CONCLUSOES



Conclusoes Gerais

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que gestantes portadoras de PE
apresentam niveis plasméticos de VD, significativamente menores em relagdo as
gestantes NT. O tratamento in vitro de PBMCs com VD induziu polarizacdo das
subpopulacdes de células T com perfis anti-inflamatorio (Th2) e regulador (Treg),
detectada pelo efeito imunomodulador da VD sobre a expressao génica dos fatores de
transcricdo caracteristicos dessas células no grupo PE. Assim, sugere-se que a resposta
inflamatoria sistémica observada na PE pode ser decorrente de um desequilibrio na
homeostase do sistema imunologico materno, causado pela diminuicdo do horménio

VD, capaz de regular a inflamacéo.

A analise da expressao proteica dos ativadores de transcricdo (STATS) e dos fatores de
transcricdo das subpopulacdes de células T CD4", bem como das citocinas produzidas
por essas células mostrou que o tratamento in vitro das células com VD modulou
negativamente os perfis inflamatérios Th1/Th1l7, induzindo polarizacdo das
subpopulacdes de células T para os perfis Th2/Treg com producdo de citocinas anti-

inflamatorias, mediada pela via de sinalizacdo JAK/STAT, nas gestantes com PE.

A avaliacdo do tratamento in vitro das PBMCs de gestantes pré-eclampticas com SB
mostrou que esse flavonoide parece modular a via JAK/STAT, induzindo diminuigéo
dos ativadores de transcricdo e dos fatores de transcricdo de perfis inflamatérios, além
da diminuicdo das citocinas proé-inflamatérias por linfécitos T CD4" em gestantes
portadoras de PE. Sendo assim, o papel modulador da SB parece ter grande importancia
na imunidade adaptativa.

Portanto, a inflamacdo estéril presente na PE, parece ser decorrente de um desbalango
entre as subpopulacGes de células T. O emprego de agentes com propriedades
imunomoduladoras como a VD e SB, capazes de restabelecer o desequilibrio do sistema
imune adaptativo materno pode ser uma nova alternativa adjuvante no tratamento da

resposta inflamatoria sistémica que ocorre na PE.
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