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ARTIGO DE REVISAO

ATIVACAO DA IMUNIDADE INATA NA PRE-ECLAMPSIA

A pré-eclampsia é uma sindrome especifica da gravidez que incide entre
5% e 7% das gestantes (Walker, 2000; Roberts & Cooper, 2001). Tem
distribuicdo mundial e incide principalmente em primigestas, sendo considerada
a principal causa de mortalidade materna e perinatal, principalmente nos
paises em desenvolvimento (Sibai et al., 2005). O diagnéstico é feito, na
maioria das vezes, no terceiro trimestre de gravidez, sendo que a gravidade da
doenca é maior quanto mais precoce acontece sua manifestacdo clinica (De
Oliveira et al., 2010).

E uma doenca sistémica, caracterizada por mdltiplas alteracdes no
organismo materno (Wegmann et al., 1993) e clinicamente identificada pela
manifestacdo, na segunda metade da gestacdo, de hipertensdo arterial e
proteinuria, podendo ocorrer outros disturbios sistémicos (Roberts & Redman,
1993; Rein et al., 2003; Paternoster et al., 2004; De Oliveira et al., 2010).

A pré-eclampsia é classificada em leve ou grave, de acordo com sinais e
sintomas apresentados (ACOG, 2002) e recentemente, em precoce ou tardia,
na dependéncia do aparecimento das manifestacfes clinicas antes da 342. ou
a partir da 342. semana de gestacédo, respectivamente (von Dadelszen et al.,
2003; Huppertz, 2008).

Segundo Huppertz (2008), em relacdo ao momento do aparecimento da
doenca (precoce ou tardio), a pré-eclampsia deve ser considerada como duas
entidades, que diferem quanto a sua etiologia e quanto a forma de
manifestacdo da doencga. Quando seu aparecimento é precoce apresenta-se na
forma grave e esta geralmente associada com resultado anormal do Doppler da
artéria uterina, feto com restricdo de crescimento intra-uterino, resultados
maternos e neonatais ruins (Murphy & Stirrat, 2000; Ness & Sibai, 2006), assim
como a maior taxa de recorréncia (Redman & Sargent, 2005). Por outro lado, a
pré-eclampsia de inicio tardio estd frequentemente associada com indice de

resisténcia uterina normal ou discretamente aumentado, baixa taxa de



comprometimento fetal e resultados perinatais mais favoraveis (Sibai et al.,
2005; Ness & Sibai, 2006).

De acordo com Moldenhauer et al. (2003), na pré-eclampsia de inicio
precoce identificam-se lesdes isquémicas placentéarias, o que ndo se verifica na
pré-eclampsia de inicio tardio. Assim, a pré-eclampsia precoce decorre de um
defeito da invaséo das células citotrofoblasticas nas arteriolas espiraladas com
consequente anomalia da remodelacdo vascular placentaria, na auséncia de
alteragbes primarias do sistema vascular materno. Seu componente genético
familiar € mais acentuado e seu progndéstico mais sombrio. Por outro lado, a
pré-eclampsia tardia resulta da interacdo entre uma placenta normal e o
comprometimento pré-gravidico da rede vascular materna. Esta vasculopatia
materna é favorecida por fatores de risco vascular inespecificos como diabete,
idade, hipertenséo arterial e indice de massa corpéreo aumentado. Representa
um obstaculo ao desenvolvimento da vascularizacdo, observado
fisiologicamente no final da gestacdo, em resposta a importantes necessidades
hemodinamicas fetoplacentérias (Boulanger & Flamant, 2007).

Embora a etiologia da pré-eclampsia ainda ndo esteja esclarecida, esta
demonstrado que sua fisiopatologia é influenciada diretamente pela placenta
(Robillard, 2002; Redman & Sargent, 2005). Essa doenca resultaria do
desbalanco entre fatores produzidos pela placenta e a adaptacdo materna a
estes fatores. Assim, a pré-ecampsia precoce € o0 resultado de uma
placentacdo pobre no inicio da gravidez (8-18 semanas), que se relaciona com
a falha na remodelagdo das arteriolas espiraladas, comprometendo o
suprimento da circulacdo utero-placentaria. A placentacdo normal requer a
invasao do sitio placentario pelo citotrofoblasto, permitindo o contato deste com
os tecidos maternos (Redman & Sargent, 2010). Portanto, a falha na invaséo
trofoblastica das arteriolas espiraladas materna seria 0 mecanismo central do
desenvolvimento da pré-eclampsia (Tranquilli & Landi, 2010).

Fundamentada nesse conceito, a literatura sugere a interacao de varios
mecanismos responsaveis pela caracteristica multisistémica da doenca:
placentacéo inadequada (Pijnenborg et al., 1983; Redman & Sargent, 2010),
disfuncéo endotelial (Khan et al., 2005), angiogénese insuficiente (Levine et al.,
2006), ma adaptacdo imunoldgica (Dekker & Sibai, 1999), estresse oxidativo
(Gupta et al., 2005; Redman & Sargent, 2000; 2005), trombose e ativacdo do



sistema renina-angiotensina-aldosterona (Elsheikh et al., 2001) e resposta
inflamatdria excessiva (Redman et al.,, 1999; Redman & Sargent, 2003).
Portanto, entende-se a pré-eclampsia como uma doenca multisistémica
caracterizada por intensa resposta inflamatéria, agregacdo plaquetaria,
ativacdo do sistema de coagulacdo, aumento da resisténcia vascular
generalizada e leséo endotelial (De Oliveira et al., 2010).

A disfuncdo endotelial sistémica materna, comprometendo todos o0s
orgaos, explica aspectos clinicos associados com a pré-eclampsia, como por
exemplo, o desenvolvimento da hipertensdo (Dusse et al., 2011). Nos pulmdes,
o comprometimento endotelial e a consequente permeabilidade vascular
exagerada podem culminar com o edema pulmonar. O dano vascular hepético,
associado ao consumo exagerado de plaquetas e a hemdlise sistémica
caracterizam o que se denomina “sindrome HELLP” (hemolysis, elevated liver
enzymes and low platelets). A lesdo endotelial cerebral determina edema difuso
e 0 quadro convulsivo, caracterizando a eclampsia (De Oliveira et al., 2010).
Apesar do curto tempo de exposicdo do coracdo a hipertensdo, estudos
hemodinamicos mostram que o0 coracdo responde ao aumento agudo e
transitorio na poés-carga (Valensise et al., 2001; Valensise et al., 2001la;
Vasquez Blanco et al., 2000; 2001, 2001a), sofrendo um processo de
adaptacao caracterizada por hipertrofia concéntrica, sem prejuizo da funcéo
ventricular (Magalhaes et al., 2008).

A gestacdo normal € caracterizada por uma resposta inflamatéria
sistémica leve, presente desde a fase luteinica do ciclo menstrual, antes da
implantacdo do ovo e que se desenvolve com a evolucdo da gestacao
(Borzychowski et al., 2006). Essas alteracOes inflamatorias leves, resultantes
da ativacdo da imunidade inata, ndo indicam doenca, mas um mecanismo de
protecdo do organismo materno contra infecgdes, uma vez que a reatividade da
resposta imune especifica se encontra ligeiramente diminuida (Wegmann et al.,
1993). A adaptacdo materna a gestacdo requer uma interagcdo proeminente e
controlada entre as imunidades inata e adaptativa, para permitir o crescimento
e o0 desenvolvimento normais do semi-enxerto fetal (van Rijn et al., 2008).

Na pré-eclampsia ocorre uma reacao inflamatdria sistémica, semelhante a
observada na gestacdo normal, porém de maior intensidade (Redman et al.,

1999). Portanto, a pré-eclampsia resulta da ativacdo exacerbada da resposta



inflamatéria materna, que inclui ativacdo de células inflamatorias, como
mondcitos e granuldcitos, bem como células endoteliais, que sdo parte do
sistema inflamatério (Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 2006). Essa
patologia € caracterizada por producédo excessiva de citocinas pré-inflamatérias
(Johnson et al., 2002; Redman & Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli
et al.,, 2007) e quimiocinas (Visser al., 2007), bem como por alteracdes na
producdo de citocinas reguladoras, como Interleucina-10 (IL-10) e fator de
crescimento e transformacéo (TGF-B) (Pestka et al., 2004; Visser et al., 2007;
Peracoli et al., 2008).

Também estad envolvido na fisiopatologia da pré-eclampsia o estresse
oxidativo (Kharb et al., 2000; Takagi et al., 2004), decorrente da ativacdo dos
leucdcitos, que atuando de maneira sistémica, causam lesdo do endotélio,
fendmeno diretamente relacionado com a doenca (Rein et al., 2003). Assim,
observa-se aumento da concentracao plasmatica de radicais livres, que precede
o0 aparecimento das manifestacdes clinicas da doenca e que tem correlacéo
significativa com os valores de pressao arterial (Erskine et al., 1985). Nesse
sentido, Kharfi et al. (2005) encontraram concentracdes elevadas de
gonadotrofina coribnica e de peroxido de hidrogénio (H»O3) no soro de gestantes
com pré-eclampsia em comparacdo com gestantes normotensas, mostrando
também correlacdo entre esses dois parametros.

A placenta expressa intenso estresse oxidativo (Burton & Jauniaux, 2004;
Myatt & Cui, 2004), resultante de lesdo causada por hipoxia e reperfusdo (Burton
& Hung, 2003) e/ou deficiéncia das defesas antioxidantes (Perkins, 2006), que
contribuem para o aumento do estresse oxidativo sistémico da pré-eclampsia
(Roberts & Hubel, 1999). Segundo Oggé et al. (2010), a placentacdo anormal,
descrita na pré-eclampsia, desempenha importante papel na ativacdo da
resposta inflamatéria sistémica intra-vascular materna, devido a liberacdo de
fatores sollveis na circulacdo materna, como citocinas inflamatérias (Munno et
al., 1999), fatores anti-angiogénicos (Karumanchi & Bdolah, 2004; Kita &
Mitsuhita, 2008) e radicais livres (Many et al.,, 2000) ou particulas do
sinciciotrofoblasto (Redman & Sargent, 2007).

Segundo a literatura, a pré-eclampsia representa o desbalanco entre
atividade oxidante e anti-oxidante (Kumar & Das, 2002), favorecendo a
superproducdo de espécies reativas do oxigénio (Bilodeau & Hubel, 2003),



caracteristica do estresse oxidativo, que poderia afetar a atividade funcional dos
monadcitos. Radicais livres podem ser gerados de muitos elementos, mas no
sistema biolégico, sdo mais importantes aqueles envolvendo oxigénio e
nitrogénio. Sob condicdes fisiologicas, o radical livre de oxigénio mais comum &
0 anion superoxido (O2) (Burton & Jauniaux et al., 2011).

Peracoli et al. (2011) verificaram que mondcitos de gestantes portadoras
de pré-eclampsia encontram-se ativados endogenamente, produzindo maiores
concentracdes de anion superoéxido (Oy), de perdxido de hidrogénio (H20,) e de
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) em comparagdo com gestantes normais.
Esses resultados sugerem que a pré-eclampsia € caracterizada por estresse
oxidativo e que 0s mondcitos maternos circulantes podem representar
importante fonte de citocinas inflamatorias durante a doenca.

Portanto, os dados da literatura indicam ser a pré-eclampsia uma
patologia que se acompanha de resposta inflamatoria materna intensa,
representada por ativacdo de células inflamatorias como mondcitos e
granulécitos, bem como ativacéo de células endoteliais, integrantes do sistema
inflamatério (Haeger et al.,, 1996; Sacks et al., 1998; Redman et al., 1999;
Dusse et al., 2011). Portanto, a ativacdo do sistema imune inato pode causar
problemas no processo de evolucdo normal da gestacédo. O significado dessas
alteracdes imunolégicas na patogénese da pré-eclampsia é ainda
desconhecido.

Dados recentes da literatura sugerem que células da linhagem
monocitica-macrofagica, representantes da imunidade inata, sdo populacfes
celulares que se adaptam e respondem a grande variedade de sinais presentes
no ambiente onde se encontram. O estado de ativacao e funcbes dessas células
sdo marcadamente afetados por diferentes citocinas e produtos microbianos,
promovendo a orientacdo da resposta imune adaptativa para perfil Thl ou Th2,
bem como pela expressdo de funcbes efetoras especializadas e polarizadas
(Mantovani et al., 2002; Gordon, 2003; Mosser, 2003). Assim, a presenca de
monacitos e macrofagos em ambiente celular com predominio de citocinas como
IL-12, IL-18 e IFN-y favorece a diferenciacao de células Thl, que secretam TNF-
a, IL-2 e IFN-y, promovendo ativacdo de outras células como macréfagos e

linfécitos T citotdxicos. Por outro lado, um ambiente onde predominam IL-10 e



IL-4 promove a geracédo de linfocitos Th2. Citocinas Thl inibem a resposta Th2 e
vice-versa. (Laresgoiti-Servitje et al., 2010).

Interferon-gama (IFN-y), atuando isoladamente ou em associagcdo com
lipopolissacariede (LPS) de microrganismos ou com TNF-a, ativa macrofagos
(Hamilton, 2002) e mondcitos (Calvi et al., 2003). A ativacdo dessas células &
caracterizada pela sua maior capacidade de producdo de reativos
intermediarios do oxigénio e do nitrogénio, de citocinas inflamatorias como
TNF-o, 1L-12 e IL-23 (Verreck et al.,, 2004) e inducdo de resposta Thl
polarizada, sendo considerados como macréfagos M1 em comparacdo com a
subpopulacdo celular Thl. O padrdo de ativacdo M1 esta associado com
destruicdo tecidual e inflamacao, sendo responsavel pela producao de citocinas
inflamatdrias, além do aumento da producéo de espécies reativas do oxigénio e
do nitrogénio (Mandal et al., 2011). IFNy induz macrofagos M1 a desenvolver
esta intensa resposta inflamatadria (Martinez, 2011).

Por outro lado, macréfagos expostos a IL-10, glicocorticoides ou
vitamina D3 sdo denominados M2 ou “alternativamente ativados” (Goerdt et al.,
1999) e estdo envolvidos na fagocitose, exercendo papel imunorregulador e de
reparo tecidual (Vandooren et al., 2009). Portanto, macrofagos M2 diminuem o
processo inflamatdério através da producgdo de fatores antiinflamatoérios como IL-
10 e TGF-B e estimulam a expresséo de receptores de manose (MMR) (Mandal
et al., 2011). Segundo Mantovani et al. (2004), a classificacdo de macréfagos
em subpopulacbes M1 e M2 refere-se, portanto, a dois extremos de um
espectro de ativacdo dessas células.

Essas células polarizadas diferem entre si pela expressao de receptores,
producdo de citocinas e funcdes efetoras. Macrofagos M1 ativados por INF-y ou
LPS expressam receptores opsoninicos do tipo FcyRI, RIl ou RIIl (CD16, CD32,
CD64), receptores TLR2 e TLR4 e citocinas inflamatérias TNF-a[1 IL-1J, IL-6, IL-
12 e IL-23, além de reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio (Mantovani
et al., 2004). Por outro lado, a ativagéo por IL-4 e IL-13 polariza para o perfil M2,
caracterizado por maior expressao de receptores CD163 “scavenger” para
hemoglobina (Kristiansen et al. 2001) que também possui propriedades anti-

inflamatérias e imunorregulatérias (Zuwala-Jagiello, 2006), de receptor de



manose (CD206), além de maior producao de IL-10 e TGF-B1 (Mantovani et al.,
2004).

Assim, macrofagos séo células com plasticidade porque podem mudar de
um estado ativado M1 para M2 ou regulador e vice-versa, sob efeito de sinais
especificos do ambiente onde se encontram (Porcheray et al., 2005; Bouhel et
al., 2007).

Um dos principais problemas observados no inicio do desenvolvimento
da pré-eclampsia é a alteragdo da regulacdo do sistema imunoldgico, ndo
acontecendo a polarizagcdo para o perfil de citocinas Th2, observado em
gestantes normais (Laresgoiti-Servitje et al., 2010).

A classificacdo de macréfagos em subpopulacbes M1 e M2 pode ser
estendida para estudos empregando mondcitos do sangue periférico humano
em diferentes patologias como sepse (Groselj-Grenc et al.,, 2008), infeccdes
(Babu et al., 2009), diabetes tipo 2 (Satoh et al., 2010) e estudos utilizando
agentes moduladores da resposta inflamatoria para tratamento in vitro dessas
células (Lovren et al.,, 2010; Pena et al., 2011). Assim, Babu et al. (2009)
mostraram que mondcitos de pacientes com infeccdo por filaria apresentam
fendtipo M2, com funcao imunorregulatoria, produzindo niveis elevados de IL-10
e TGF-B e reduzidos de IL-12 e IL-18, podendo ter papel importante na
tolerancia antigeno-especifica detectada na filariose.

Groselj-Grenc et al. (2008) A expressdo de CD64 e CD163 na superficie
de neutrdfilos e mondcitos foi avaliada em neonatos e criangas com sindrome da
resposta inflamatoria sistémica (SIRS), associada ou ndo a sepse. A intesidade
de expressdo de CD64 na superficie de neutrofilos foi significativamente maior
em pacientes com SIRS associada a sepse. Segundo os autores, a avaliacéo
desses marcadores em mondcitos e neutrofilos pode discriminar entre SIRS e
sepse.

A menor producdo de IL-10 e a expressao reduzida de CD163 em
monaocitos de pacientes diabéticos obesos trouxe evidéncias de que um
desbalanco no fenotipo M1/M2 dessas células estd associado com distarbio
metabdlico no diabetes tipo 2 (Satoh et al., 2010).

Do mesmo modo, considerando-se que na pré-eclampsia os mondcitos do
sangue periférico se encontram ativados, produzindo citocinas inflamatorias

(Peracoli et al., 2007; 2011), a caracterizagdo de subpopulacdes de mondcitos



M1 e M2 nessas pacientes podera auxiliar na compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos dessa doenca.

Células do sistema imune inato expressam receptores conhecidos como
receptores de reconhecimento de padrdo (PRRS), que estdo envolvidos na
resposta inflamatdria de monécitos e sao considerados componentes centrais do
sistema imune inato (Kim et al., 2005; Mazouni et al., 2008). Entre os Varios
PRRs a principal familia € denominada receptores semelhantes ao Toll (TLRS),
que reconhecem e ligam moléculas presentes na superficie de patdgenos
conhecidas como padrées moleculares associados a patogenos (PAMPs) (Koga
& Mor, 2008). Uma familia de receptores TLR foi descrita em mamiferos
(Medzhitov & Janeway, 1997), havendo até o momento pelo menos 11 TLRs
identificados em humanos e 13 em camundongos (Hurts & von Landenberg,
2008). Esses receptores podem ser classificados em intra e extracelulares, de
acordo com sua localizacdo na célula: TLR-1/2/4/6/10 sdo expressos nha
superficie celular, enquanto TLR-3/7/8/9 sdo expressos em compartimentos
endossomais intracelulares (Krutzik et al.,, 2003; Abbas et al., 2008). Estéao
presentes em varias células, predominantemente nas do sistema imune inato,
como mondcitos, macréfagos, granuldcitos e células dendriticas (Rehli, 2002).

Os receptores TLR reconhecem n&o apenas componentes de
microrganismos, contribuindo para a defesa do hospedeiro contra infecgoes,
mas também ligam produtos endogenos de células do hospedeiro, que sdo
liberados durante lesédo tecidual e denominados “sinais de perigo” (Matzinger,
2002; Kim et al., 2005). Estes produtos séo representados por moléculas como
reativos intermediarios do oxigénio, proteinas liberadas de células mortas (Park
et al., 2004) e produtos liberados da matriz extracelular, como fibronectina
(Okamura et al., 2001). A ativacédo de TLRs pode regular a fagocitose e atividade
microbicida, como também a liberacdo de citocinas e diferenciacdo de células
dendriticas imaturas em maduras, capacitando o sistema imune inato a induzir a
resposta imune adaptativa (Krutzik et al., 2005).

A expressdo de receptores TLR é descrita em tecidos presentes na
interface materno-fetal, particularmente em células de Hofbauer, um tipo de
macréfago presente nos vilos placentarios (Kumazaki et al., 2004), em células
trofoblasticas (Mitsunari et al., 2006), células endoteliais e fibroblastos da

placenta (Ma et al., 2007). Segundo Koga & Mor (2008) esses dados sugerem



gue ndo apenas células imunes, mas também outros tipos celulares da placenta
possuem capacidade de responder a patdgenos invasores, desempenhando
papel fisologico protetor na placenta.

Kim et al. (2005) demonstraram que a expressdao de TLR4 esta
aumentada em células trofoblasticas de pacientes com pré-eclampsia, sendo
induzida por estimulo in vitro com LPS e TNF-a. Além disso, observaram co-
localizacdo de TLR4 e TNF-o em células trofoblasticas no leito placentario
dessas pacientes. Segundo os autores, 0s “sinais de perigo” reconhecidos por
esses receptores na interface materno-fetal podem desencadear um ambiente
de citocinas desfavoravel a gestacdo, sugerindo ser este um novo mecanismo
que desencadearia a ativacdo do sistema imune inato na pré-eclampsia.

Evidéncias de que infeccbes possam ter papel etiolégico na pré-
eclampsia ainda ndo foram documentadas, embora baixas doses de LPS
administradas a ratas, durante a gestacdo, podem induzir pré-eclampsia
experimental (Faas et al., 1994). Além disso, detecta-se elevada producao de
TNF-a na circulacdo e em cultura de mondcitos isolados de pacientes com pré-
eclampsia (Beckmann et al.,, 2004; Peracoli et al., 2007). Esses resultados
corroboram o envolvimento do sistema imune inato na fisiopatologia da pré-

eclampsia.
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RESUMO

Introducdo e objetivos: Mondcitos do sangue periférico de gestantes
portadoras de pré-eclampsia encontram-se ativados endogenamente e
secretam niveis elevados de radicais livres e citocinas inflamatorias. Este
trabalho teve como objetivo avaliar se o estado inflamatério de mondcitos,
observado na pré-eclampsia, esta associado a polarizacdo da subpopulacéo de
monaocitos de perfil M1 no sangue periférico, correlacionando a expressédo de
receptores de superficie CD64, TLR2, TLR4, CD163 e CD206 com a producao
de citocinas; Métodos: Foram estudadas 90 gestantes, sendo 30 normotensas
e 60 portadoras de pré-eclampsia, pareadas pela idade gestacional. Monécitos
de sangue periférico obtidos de gestantes normais ou com pré-eclampsia foram
cultivados por 18h na auséncia ou presenca de lipopolissacaride de
Escherichia coli (LPS) ou de peptidoglicano (PG) de bactéria Gram-positiva. A
expressdo de receptores presentes na superficie da subpopulacdo de
monacitos inflamatorios M1 (TLR2, TLR4 e CD64) e de mondcitos supressores
M2 (CD163 e CD206) foi detectada por de citometria de fluxo, empregando-se
anticorpos monoclonais especificos, marcados com fluorocromos. Os
resultados foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia. Além
disso, a producéo de citocinas pro-inflamatoérias associadas a padrdo M1 (TNF-
o, IL-12p70 e IL-23) e anti-inflamatoria, associada a perfil M2 (IL-10) foi
avaliada no sobrenadante de cultura de mondcitos pela técnica de ELISA. Os
resultados foram analisados por testes ndo paramétricos, com nivel de
significancia de 5%. Resultados: A expressdo de CD64 e TLR4 em mondcitos,
nao estimulados, de gestantes com pré-eclampsia foi significativamente maior,
enguanto a expressdo de CD163 e CD206 foi significativamente menor em
relacdo as gestantes normotensas, sugerindo a expressdo de um perfil M1 de
mondocitos. A producdo enddégena de TNF-a, IL-12p70 e IL-23 por monaocitos
foi estatisticamente maior, enquanto a sintese de IL-10 foi menor nas gestantes
com pré-eclampsia comparadas as gestantes normais. Apés estimulo com LPS
e PG observou-se producao elevada de IL-12p70 e IL-23 nos dois grupos de
gestantes, porém o0s niveis produzidos pelas células das gestantes com pré-
eclampsia foram significativamente maiores. Ao contrario, a liberacdo de TNF-a

por mondcitos das gestantes pré-eclampticas foi significativamente reduzida
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em comparacdo as gestantes normotensas, sugerindo tolerancia aos estimulos
in vitro com LPS e PG. Os resultados confirmam o estado ativado dos
mondcitos em gestantes com pré-eclampsia pela producdo elevada de
citocinas pro-inflamatorias e pela expressédo de receptores caracteristicos da
subpopulacdo M1. Conclusao: O presente estudo traz evidéncias de que
monaocitos de gestantes com pré-eclampsia estdo classicamente ativados e o
ambiente inflamatério sistémico pode diferenciar e polarizar essas células para

o perfil M1.

Palavras chave: pré-eclampsia, subpopulacdes de mondcitos, receptores TLR,

citocinas
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ABSTRACT

Introduction and objectives: Monocytes from peripheral blood of pregnant
women with preeclampsia are endogenously activated and secrete high levels
of free radicals and inflammatory cytokines. This work aimed to evaluate
whether the inflammatory state of monocytes observed in preeclampsia is
associated with the polarization of monocyte to M1 profile in peripheral blood,
correlating the expression of surface receptors CD64, TLR2, TLR4, and CD163
and CD206 with cytokine production. Methods: We studied 90 pregnant
women, 30 normotensive and 60 with preeclampsia, matched for gestational
age. Peripheral blood monocytes obtained from normotensive pregnant or
preeclamptic pregnant women were cultured for 18h in the absence or presence
of Escherichia coli lypopolysacharide (LPS) or peptidoglycan (PG) of Gram-
positive bacteria, and the expression of surface receptors on M1 inflammatory
monocyte subpopulation (TLR2, TLR4 and CD64) and M2 suppressor
monocyte subpopulation (CD163 and CD206) were evaluated by flow
cytometry, using specific monoclonal antibodies, labeled with fluorochromes.
The values were expressed as the mean fluorescence intensity. Moreover, the
production of proinflammatory cytokines associated with M1 profile (TNF-¢, IL-
12p70 and IL-23) and the anti-inflammatory cytokine associated with M2 profile
(IL-10) were evaluated in the monocyte supernatant of culture by enzyme
immunoassay. Results were analyzed using nonparametric tests with
significance level set at 5%. Results: The expression of CD4 and TLR4 on non-
stimulated monocytes, from women with preeclampsia was significantly higher,
while the expression of CD163 and CD206 was significantly decreased
compared with normotensive pregnant women, suggesting the predominance of
monocyte M1 profile. Endogenous production of TNF-¢q, IL-12p70 and IL-23 by
monocytes was increased, while synthesis of IL-10 was lower in women with
preeclampsia compared with normotensive pregnant women. After stimulation
with LPS or PG it was observed high production of IL-12p70 and IL-23 in both
groups of pregnant women. However, the levels produced by cells of
preeclamptic pregnant women were significantly higher. On the other hand,

TNF-¢ released by monocytes from women with preeclampsia was significantly

reduced compared to normotensive pregnant women, suggesting tolerance to in
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vitro stimulation with LPS and PG. The results confirm the activated state of
monocytes from women with preeclampsia by increased production of
proinflammatory cytokines and the expression of receptors characteristic of the
M1 subpopulation. Conclusion: This study provides evidence that monocytes
from women with preeclampsia are classically activated and the systemic
inflammatory environment may differentiate and polarize these cells to the M1
profile.

Keywords: preeclampsia, monocyte subpopulation, TLR receptors, cytokines
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1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da gestacdo humana,
caracterizada por hipertenséo arterial e proteinuria que se manifestam apos a
202, semana de gestacdo (ACOG, 2002). E considerada uma doenca cuja
fisiopatologia ainda estd em discussdo, surgindo constantemente novos
conceitos para seu entendimento, em decorréncia do reconhecimento da
natureza heterogénea dessa sindrome. Embora a fisiopatologia da PE seja
centrada na lesdo endotelial e na inadequada invasdo citotrofoblastica
endovascular (Dekker & Sibai, 1999), mulheres com PE apresentam largo
espectro de manifestacfes clinicas, sendo altamente variaveis o grau de
hipertenséo arterial, o valor da proteinuria e a presenca ou auséncia de
alteracbes laboratoriais, além de ser imprevisivel o momento de seu
aparecimento (Sibai et al., 2005; Borzychowski et al., 2006).

Apesar dos progressos recentes direcionados a compreensdo da causa
da PE, a etiologia desta doenca permanece nao esclarecida (Xie et al., 2010a).
Entretanto, algumas teorias que procuram explicar essa etiologia incluem
placentacdo anormal, ma-adaptacdo cardiovascular a gestacdo, mecanismos
genéticos e imunoldgicos e, a participacdo da resposta inflamatdria sistémica e
de fatores angiogénicos elevados, demonstrando que multiplos fatores estéo
envolvidos (Goswami et al., 2006; Xie et al., 2010a).

Dados epidemiolégicos apodiam a hipdtese de uma etiologia da PE
fundamentada em aspectos genéticos e imunoldgicos (Zhang et al., 1997).
Segundo Uzan et al. (2011), as teorias genética (Sibai et al., 2005; Mutze et al.,
2008) e imunolégica (Colbern et al., 1994; Genbacev et al., 1999) estdo
interligadas. Alguns genes interagem nos sistemas hemostatico e
cardiovascular, bem como na resposta inflamatéria (Mutze et al., 2008). A
literatura sugere que a PE esta relacionada com uma heranca poligénica
multifatorial (Carreiras et al., 2002; Trogstad et al., 2004). Portanto, a PE
representa um distdrbio genético complexo, ocorrendo como resultado de
numerosas variantes comuns a diferentes loci, que individualmente, exercem
pouco efeito, mas em conjunto contribuem para a suscetibilidade individual a
doenca (Williams & Pipkin, 2011).

Embora a placenta desempenhe papel crucial no desenvolvimento da PE,

atualmente considera-se que a inflamacao e mecanismos imunes, ativados por
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agentes infecciosos e mesmo por fatores enddégenos derivados do hospedeiro
podem ser importantes na patogénese da doenca (Xie et al., 2010a).

Segundo Redman et al. (1999), a gestacdo normal é caracterizada por um
aumento fisioldgico na inflamacéo sistémica e, que as alteracdes inflamatorias
leves, resultantes da ativacdo da imunidade inata, ndo indicam doenca, mas
protegem o0 organismo materno contra infeccbes. Na PE essa reacao
inflamatoria sistémica é semelhante a observada na gestacdo normal, porém
de maior intensidade (Redman et al., 1999; Redman & Sargent, 2005; Brewster
et al., 2008). Portanto, essa doenca seria resultante de ativacdo exacerbada da
resposta inflamatéria materna, que inclui ativacdo de células inflamatérias,
como mondcitos e granulécitos, bem como células endoteliais que sao parte do
sistema inflamatorio (Oian et al., 1985; Redman et al., 1999; Borzychowski et
al.,, 2006) Assim, haveria uma producdo excessiva de citocinas proé-
inflamatorias (Johnson et al., 2002; Redman & Sargent, 2003; Luppi & Deloia,
2006; Peracoli et al., 2007) e quimiocinas (Visser al., 2007), bem como
alteracOes na producao de citocinas reguladoras, como interleucina-10 (IL-10)
e fator de crescimento e transformacdo beta (TGF-B) (Pestka et al., 2004;
Visser et al., 2007; Peracoli et al., 2008). Concentracdes elevadas de IL-1 B, IL-
6 e de quimiocinas IL-8, CXCL10/IP-10 e MCP-1 também estdo presentes na
PE em comparacdo com gestantes normais (Gotsch et al., 2007; Szarka et al.,
2010; Kalinderis et al., 2011; De Oliveira et., 2011). Foi observado que
producdo anormal de citocinas e o disturbio no balanco entre citocinas pro-
inflamatoérias (TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-2) e antiflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13)
esta envolvido no dano vascular e na PE (Sharma et al., 2010).

Segundo Steegers et al. (2010), a resposta inflamatéria sistémica
exagerada da PE determina disfuncdo endotelial (Redman & Sargent, 2009),
que juntamente com 0 aumento da resisténcia vascular, precedem as
manifestacdes clinicas da doenca (Myers et al., 2005).

Na PE, a ativacao excessiva de mondcitos e granuldcitos intravasculares,
bem como de macréfagos, sugere que a ativagdo do sistema imune inato pode
causar problemas na progresséo da gestacdo. No entanto, o significado dessas
alteracbes imunoldgicas na fisiopatologia da PE é ainda desconhecido.
Recentemente, Peracoli et al. (2011) relataram a ativacdo enddgena de

mondcitos de gestantes portadoras de PE, demonstrando a producao elevada
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de anion superoxido, peréxido de hidrogénio e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-o) por essas ceélulas. Esses resultados evidenciam que a PE é
caracterizada por estresse oxidativo e que 0os mondcitos maternos circulantes
podem representar importante fonte de citocinas inflamatdrias durante a
doenca.

Mondcitos sdo células pertencentes a linhagem monocitica-macrofagica,
consideradas populacdes celulares que se adaptam e respondem a uma
grande variedade de sinais presentes no ambiente onde se encontram. O
estado de ativacdo e funcdes dessas células sdo marcadamente afetados por
diferentes citocinas e produtos microbianos, promovendo a orientacdo da
resposta imune adaptativa para perfil Thl ou Th2, bem como pela expressao
de funcbes efetoras especializadas e polarizadas (Gordon, 2003; Mosser,
2003; Mantovani et al., 2002). Assim, macréfagos podem ser classificados em
pelo menos duas subpopulacbes com distintos fendtipos, ou seja,
classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados (M2) de acordo com
suas func¢des (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2008; Gordon & Martinez,
2010).

Segundo Mantovani et al. (2004), a classificagcdo M1 e M2 refere-se a dois
extremos de um espectro de ativacdo de macréfagos. Essas células
polarizadas diferem entre si pela expressdo de receptores, producdo de
citocinas e funcdes efetoras. Macrofagos M1 ativados por INF-y, TNF-o. ou LPS
expressam receptores opsoninicos do tipo FcyRI, RIl ou RIIl (CD16, CD32,
CD64), receptores TLR2 e TLR4 e citocinas inflamatdrias TNF-oJ IL-18, IL-6,
IL-12 e IL-23, além de reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio
(Mantovani et al., 2004; Sica et al., 2008). Por outro lado, a ativagao por IL-4 e
IL-13 polariza para o perfil M2, caracterizado por maior expressdo de
receptores CD163 “scavenger” para hemoglobina (Kristiansen et al. 2001) que
também possui propriedades anti-inflamatérias e imunorregulatérias (Zuwala-
Jagiello, 2006), de receptor de manose (CD206), além de maior producdo de
IL-10 e TGF-B1 (Mantovani et al., 2004).

Portanto, macréfagos sdo células com plasticidade, pois podem mudar
de um estado ativado M1 para M2 ou regulador e vice-versa, sob efeito de

sinais especificos do ambiente onde se encontram (Porcheray et al., 2005;
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Bouhel et al., 2007).

Essa classificacdo M1 e M2, inicialmente proposta para macréfagos, pode
se estendida para monécitos do sangue periférico humano em patologias como
sepse (Groselj-Grenc et al., 2008), infec¢des (Babu et al., 2009), diabetes tipo 2
(Satoh et al., 2010) e estudos utilizando agentes moduladores da resposta
inflamatoria para tratamento in vitro dessas células (Lovren et al., 2010; Pena
et al., 2011).

Considerando que na pré-eclampsia os mondcitos do sangue periférico
encontram-se ativados, produzindo citocinas inflamatorias (Peracoli et al., 2007),
a caracterizacdo de subpopulacdes de mondcitos M1 e M2 nessas pacientes
podera auxiliar na compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na

pré-eclampsia.

2. OBJETIVOS

2.1. Avaliar se o estado inflamatério de mondcitos, observado em gestantes
portadoras de pré-eclampsia, esta associado a polarizacdo da subpopulacéo de

monacitos de perfil M1 no sangue periférico.

2.2. Correlacionar a expressao de receptores de superficie CD64, TLR2, TLR4
(monécitos M1) e CD163 e CD206 (mondcitos M2) com a producdo de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-o., IL-12 e IL-23) e anti-inflamatodria (IL-10) por

monaocitos do sangue periférico dessas gestantes.

3. CASUISTICA E METODOS
3.1. Gestantes
Foram estudadas 30 primigestas normotensas (grupo controle) e 60
gestantes portadoras de pré-eclampsia (grupo estudo), pareadas pela idade
gestacional e que realizaram a assisténcia ao parto na maternidade do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.
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A idade gestacional dos grupos estudados foi estabelecida pela data da
dltima menstruacdo e/ou por exame ultrasonografico precoce (< 20 semanas
de gestacéo).

Uma gestante foi considerada portadora de pré-eclampsia quando, sem
antecedente de hipertensao arterial, manifestou hipertenséo arterial (= 140x90
mmHg) associada a proteinaria (= 300mg em urina coletada durante 24 horas),
apos a 202 semana de gestacdo (NHBPEP, 2000).

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas
quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, protocolo n°.
365/2009-CEP (Anexo 1).

3.2. Critérios de Incluséo
Grupo controle: gestantes normotensas: ser primigesta, com
gestacdo unica, sem complicacdes clinicas ou obstétricas;
Grupo estudo: gestantes portadoras de pré-eclampsia: ser
primigesta e portadora de pré-eclampsia, sem outras complicacdes clinicas ou

obstétricas.

3.3. Critérios de Excluséao

Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com excecao de
pré-eclampsia ou ndo ter a gestagcdo resolvida no Servico de Obstetricia do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.

3.4. Dosagem da Proteinuria

A proteindria em urina de 24 horas foi quantificada por método
colorimétrico, no sistema de automacao Technicon RAXT, do Laboratério de
Andlises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP.
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3.5. Colheita de Sangue das Gestantes

A colheita de sangue, para a avaliacdo da expressédo de receptores e
producdo de citocinas por mondcitos, de gestantes portadoras de pré-
eclampsia foi feita no momento do diagndéstico da doenca e, a de gestantes
normais, no momento em que foram pareadas pela idade gestacional com

gestantes pré-eclampticas.

3.6. Isolamento e Cultura de Mondcitos

Sangue periférico das gestantes foi colhido por puncdo venosa, sendo
20 mL colocados em tubo estéril contendo 10 U/mL de heparina (Liquemine,
Roche). As células mononucleares foram obtidas por separacdo em gradiente
de Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), segundo a
técnica descrita por Bgyum (1968). O anel rico em células mononucleares foi
lavado com meio de cultura RPMI por 10 min a 200g e logo apds com 0 mesmo
meio de cultura por mais 10 min a 200g. ApoOs esses procedimentos as células
foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI suplementado com 2mM de L-
glutamina (Sigma), 40 ug/mL de gentamicina e 10% de soro bovino fetal (Gibco
BRL Life Technologies, Breda, The Netherlands) inativado (RPMI completo),
sendo a identificacdo e a viabilidade dos mondcitos estimadas por incorporacao
de vermelho neutro e exclusdo por azul tripan 0,2%, respectivamente. Para
isso, 50 uL da suspensao de células mononucleares foram incubados por 10
min a 37°C com 450 pL da solucéo de vermelho neutro a 0,02%. Os mondcitos
foram diferenciados dos linfécitos por apresentarem citoplasma de coloracao
vermelha e a concentracdo celular foi ajustada para 5x10° mondcitos
viaveis/mL, apds contagem em camara hemocitométrica. As células foram
distribuidas em placas de cultura de 24 orificios (Linbro, Flow Lab, USA) e
incubadas por 60 min a 37°C, em tensdo de 5% de CO,. As células néo-
aderentes foram eliminadas pela lavagem dos orificios da placa com meio de
cultura RPMI.

3.7. Obtencdo de Sobrenadante de Cultura de Mondcitos
Para a avaliacdo da producdo de citocinas, os mondcitos, obtidos
conforme descrito no item 3.6., foram incubados a 37°C, em tensédo de 5% de

CO, por 18h, na auséncia ou presenca de lipopolissacaride (LPS) de
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Escherichia coli, Os5Bs (Sigma) ou de Peptidoglicano (PG) de bactéria Gram-
positiva (Sigma), ambos na concentracao de 1ug/mL. Essa concentragao foi
previamente padronizada em ensaios para avaliacdo da producao de citocinas
empregando-se esses estimulos. O sobrenadante obtido apds 18h de cultivo foi
aspirado, centrifugado a 600g e distribuido em aliquotas, conservadas a -80°C
até o momento da dosagem das citocinas IL-10, IL-12p70, IL-23 e TNF-a pela
técnica de Elisa.

3.8. Determinacéo das Citocinas pela Técnica de ELISA

Para quantificacdo das citocinas nos sobrenadantes de cultura de
monadcitos, tratados ou ndo com LPS ou PG foi empregado o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e kits comerciais (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA). As reacOes foram desenvolvidas segundo as instru¢des dos fabricantes
e descritas conforme a técnica abaixo.

Placas de 96 orificios de fundo plano (MaxiSorp-Nunc Life Tech. Inc.,
Maryland, MA, USA) foram sensibilizadas por 18h a 5°C com anticorpo
monoclonal anti-citocina, diluido em PBS. Apds esse periodo, os orificios foram
lavados quatro vezes com 300 pyL de PBS, pH 7,2, contendo Tween 20 a
0,05% (PBST). Para o bloqueio da placa foi adicionado, em cada orificio,
300uL de PBS contendo soro albumina bovina (BSA) 1%, seguindo-se
incubacdo a temperatura ambiente por 60 min. A seguir, a placa foi lavada
conforme descrito acima e 100uL dos sobrenadantes gerados e das citocinas
recombinantes (R&D Systems) adicionados aos orificios das placas. ApGs 2h
de incubacdo a temperatura ambiente e nova lavagem da placa, o anticorpo
revelador policlonal anti-citocina (R&D Systems) foi adicionado, seguido de
incubacédo por 2h a temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente com
PBST e adicionados 100uL de estreptoavidina conjugada com peroxidase
(R&D Systems), na concentracdo de 2ug/mL por 20 min a 37°C, seguido pela
lavagem da placa com PBST. Ap0s esse periodo, foram adicionados 100uL do
substrato enzimético, constituido por 10 pL de H,O, a 30% (Sigma), diluidos
em 12,5 mL de tampao citrato-fosfato 0,1M, pH5,0 e 1mg/mL do revelador
ortofenilenodiamina (Sigma). As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 30 min, a reacdo foi blogueada pela adicdo de 50uL de acido

sulfirico 2M e a leitura da placa realizada em leitor de ELISA (Multiskan
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EFLAB, Helsinki, Finland) com comprimento de onda de 492nm. As
concentragdes das citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura dos
monacitos, tratados ou ndo com LPS e PG foram calculadas sobre curva
padrdo realizadas com as diferentes citocinas recombinantes humanas. Nos
ensaios, as concentragdes dos anticorpos monoclonal e policlonal, bem como
das citocinas recombinantes especificas, utilizadas nas curvas padrdo foram as
recomendadas pelo fabricante (R&D Systems).

Para a dosagem de citocinas produzidas por mondcitos, estimulados ou
ndo com LPS e PG, foi inicialmente realizada a padronizacdo do tempo de
cultura e da concentracdo ideal de LPS e de PG a serem utilizadas para
estimulo dos mondécitos. Foram empregadas concentragées de LPS variando
de 0,1 a 10 ug/mL e de PG variando de 0,1 a 5 ug/mL. A producéo de TNF-a e
IL-10 por mondcitos de mulheres saudéaveis, submetidos & cultura com os
diferentes estimulos nos periodos de 4h e 18h foi significativamente mais
elevada em relacdo as culturas controle, ndo estimuladas. Os maiores niveis
de TNF-a e IL-10 foram observados na concentragdo de 1 ug/mL de LPS, tanto
no periodo de 4h como no periodo de 18h de cultivo. A concentracdo de 1
ug/mL de PG determinou a producdo de niveis mais elevados de TNF-o no
periodo de 18h de cultura. Os resultados obtidos ap6s 18h de cultivo, tanto
com LPS como com PG foram significativamente mais elevados do que os
observados em 4h de estimulo. Em vista desses resultados, escolheram-se as
concentracdes de lug/mL de LPS e 1 ug/mL de PG e o tempo de 18h de
cultivo para o estimulo de mondcitos de gestantes normotensas e portadoras

de PE para analise da producao de citocinas.

3.9. Expresséo de TLR2, TLR4, CD64, CD163 e CD206 na Superficie

de Mondcitos
Células mononucleares do sangue periférico obtidas conforme descrito no
item 3.6. foram incubadas a 37°C, em tensdo de 5% de CO,, na auséncia ou
presenca de lipopolissacéaride (LPS) de Escherichia coli, OssBs (Sigma) ou de
peptidoglicano (PG) de bactéria Gram-positiva (Sigma) ambos na concentracao
de 1 pg/mL por 18h. A concentracdo celular, ajustada para 5x10° mondcitos
viaveis/mL, foi distribuida em tubos Falcon para citbmetro (BD Labware). As
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células foram entdo incubadas com anticorpos anti-TLR4 conjugado com PE
(Biolegend, Inc, San Diego, CA, USA), com anti-TLR2 conjugado com FITC
(BioLegend), com anti-CD14 conjugado com PerCy7 (BioLegend), com anti-
CD64 conjugado com FITC (BioLegend), anti-CD163 conjugado com PE
(BioLegend) ou anti-CD206 conjugado com FITC (BioLegend) durante 20 min.
Para cada teste, um tubo controle foi incubado com anticorpos controles
isotipicos marcados com os respectivos fluorocromos dos testes. As células
foram centrifugadas por 10 min a 200g para lavagem e ressuspendidas em
500uL de ISOTON lII, fixadas com 50 pL de solucao de fixacdo contendo 5% de
formaldeido (BD Labware). As andlises foram realizadas em citbmetro de fluxo
modelo FACSCALIBUR™ (Becton Dickinson) usando programa “Cell Quest”
(Becton Dickson) para adquirir e analisar multiparametros celulares. Foi
padronizada a aquisicdo de 20.000 eventos por amostra, sendo otimizada a
populacdo de interesse, estabelecendo-se gate (janela) com base em
parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) ou fluorescéncia (FL). A
partir desse gate, foram selecionados mondcitos positivos para CD14, e
avaliada a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da expressao de TLR2,
TLR4, CD64, CD163 e CD206.

Para avaliar a expressao desses receptores de superficie de mondcitos
de gestantes com PE e gestantes normotensas foi padronizada a técnica de
citometria de fluxo, empregando-se mondcitos de mulheres saudaveis néo
gravidas. As concentracdes dos anticorpos especificos, o numero de células e
o tempo de incubacé&o foram padronizados seguindo-se as recomendacdes do
fabricante (Biolegend, Inc, San Diego, CA, USA). Foram estabelecidas as
concentracbes de anticorpos que permitiram marcacao nitida e sem reacdes
inespecificas. As diferentes concentracdes de LPS (0,1 a 10 ug/mL) e PG (0,1
a 5 ug/mL) também foram testadas por citometria de fluxo para andlise da
viabilidade dos mondcitos. Observou-se que, mesmo em altas concentracdes

como 10 ug/mL de LPS e 5 ug/mL de PG, a viabilidade celular ndo foi afetada.

3.10. Analise Estatistica
Os resultados referentes a expressdo dos receptores de superficie dos
monaocitos, bem como da producdo de citocinas por essas células em

gestantes normais e com pré-eclampsia foram analisados, empregando-se
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analise de variancia nao-paramétrica de Kruskal-Wallis seguida do teste de
comparacdes mdltiplas de Dunn. Para todas as andlises foi utilizado o
programa estatistico INSTAT, Graph Pad, San Diego, CA, USA (2000), com

nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas das gestantes

As caracteristicas das gestantes estudadas, estratificadas em
normotensas (GN) e portadoras de pré-eclampsia (PE) encontram-se na
Tabela 1. A idade materna e a idade gestacional foram semelhantes entre os
grupos analisados. As gestantes com pré-eclampsia apresentaram

concentracdo de proteindria variando de 300 mg a 20.160 mg/urina de 24 h.

Tabela 1. Caracteristicas das gestantes estudadas.

Grupos
GN PE
Caracteristicas n =30 n =60
22 24
Idade (anos) (15 — 40) (14 — 43)
Idade gestacional (semanas) (234_’540) (243_540)

740

ProteinUria (mg/urina 24h) <300 (300 — 20.160)

Os valores estdo expressos em mediana, com 0s valores minimo e maximo entre
parénteses.
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4.2. Expressdo de TLR2, TLR4, CD64, CD163 e CD206 na superficie de
monocitos de gestantes normotensas e de portadoras de pré-eclampsia

A analise da expressao de TLR2 por mondcitos de gestantes dos grupos
PE e GN (Fig. 1A) mostra resultados semelhantes de expressao enddgena
desse receptor, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. Resultados similares foram observados apés estimulo das células com
LPS. O estimulo com PG induziu aumento significativo na expresséo de TLR2
nas ceélulas de gestantes normotensas, enquanto nas gestantes com pré-
eclampsia esses niveis foram semelhantes aos das células ndo estimuladas.

Na avaliagdo de TLR4 observa-se expressdo enddgena
significativamente maior em gestantes portadoras de PE em comparacdo com
gestantes normais (Fig. 1B). O estimulo com LPS induziu maior expressao de
TLR4 nas células de gestantes normotensas, mas néo interferiu com os niveis
desse marcador nas células de gestantes pré-eclampticas. Apds cultura com
PG, a expressdao de TLR4 manteve-se semelhante a das células nédo
estimuladas nos dois grupos, porém foi significativamente menor em
comparacao ao estimulo com LPS.

Ocorreu também aumento da expressdo espontdnea de CD64 nas
células de gestantes com PE (Figura 1C). Porém, o estimulo com LPS ou PG
nao induziu aumento da expressdo de CD64 pelos mondcitos dessas
pacientes. Ao contrario, nas gestantes normotensas observa-se aumento da
intensidade de fluorescéncia expressa pelas células apos estimulo com LPS e
PG em relacdo as células controle. Esses resultados sugerem que as células
das gestantes pré-eclampticas encontram-se ativadas in vivo e ndo respondem

adequadamente a ativacao in vitro por LPS e PG.
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Figura 1. Expressao de TLR2 (A), TLR4 (B) e CD64 (C) por mondécitos de gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE) e de gestantes normotensas (GN), cultivados por
18h na auséncia (controle) ou presenca de 1 ug/mL lipopolissacaride (LPS) ou 1
ug/mL peptidoglicano (PG). Valores expressos em mediana.

* (p < 0,05) vs GN; + (p<0,05) vs controle; ® (p < 0,05) vs PE; ¢ (p< 0,05) vs PG (teste de
Kruskal-Wallis).
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Figura 2. Expressao de CD163 (A) e CD206 (B) por mondcitos de gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE) e de gestantes normotensas (GN), cultivados por
18h na auséncia (controle) ou presenca de 1 ug/mL lipopolissacaride (LPS) ou 1
ug/mL peptidoglicano (PG). Valores expressos em mediana.

* (p<0,05) vs GN; + (p<0,05) vs controle (teste de Kruskal-Wallis).

A expressado endogena de CD163 e de CD206, receptor de manose, foi
significativamente menor nos monadcitos de gestantes com PE em comparacéo
com as gestantes normotensas (Figs. 2A e 2B). Quando as células foram
estimuladas com LPS houve aumento significativo da expressdo de
marcadores CD163 e CD206 nas gestantes pré-eclampticas enquanto nas GN
os valores se mantiveram ao nivel da expressao enddgena. O estimulo com
PG nao interferiu com a expressdo de CD206 tanto nas gestantes GN como

nas portadoras de PE.
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4.3. Determinacdo de citocinas no sobrenadante de cultura de monocitos
de gestantes normais e portadoras de pré-eclampsia

4.3.1. Producéo de TNF-a e IL-10

Os niveis de TNF-o produzidos por mondcitos, ndo estimulados, foram
significativamente maiores no grupo PE em relacdo ao GN (Fig. 3A), sugerindo
ativacdo enddgena dessas células. Quando as células foram estimuladas com
LPS ou PG houve aumento significativo da producéo de TNF-o. nos dois grupos
de gestantes. Porém, a concentracdo da citocina foi significativamente menor
nas mulheres com PE em relacdo as GN.

A producdo endogena de IL-10 por mondcitos de gestantes com PE foi
significativamente menor do que no grupo GN (Fig. 3B). A incubagcdo dos
monocitos com LPS ou PG estimulou a sintese dessa citocina pelas células
dos dois grupos de gestantes, demonstrando a capacidade de producédo de IL-

10 por essas células.
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Figura 3. Producdo de TNF-a (A)O e IL-10 (B) por mondcitos de pacientes com pré-
eclampsia (PE) e de gestantes normotensas (GN) cultivados por 18h na auséncia
(controle) ou presenga de 1 ug/mL lipopolissacaride (LPS) ou 1 ug/mL peptidoglicano
(PG). Valores expressos em mediana.

* (p<0,05) vs GN; + (p<0,05) vs controle; ¢ (p<0,05) vs PE (teste de Kruskal-Wallis).

4.3.2. Producéao de IL-12p70 e IL-23

A analise da producéo de IL-12p70 mostra que, os niveis dessa citocina
inflamatoria, secretada pelos mondcitos estimulados ou ndo com LPS e PG,
foram significativamente maiores em gestantes com PE quando comparadas
com GN (Fig. 4A). Essa elevada producdo enddégena da citocina pelos

mondcitos das gestantes pré-eclampticas sugere a ativacdo dessas células in
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vivo. O estimulo das células dessas pacientes com LPS determinou o
aparecimento de niveis mais elevados de IL-12p70 e semelhantes aos
produzidos pelas células controle, ndo estimuladas, enquanto a cultura das
células com PG induziu a producdo de concentracbes mais elevadas de IL-
12p70 em comparacdo as ceélulas controle. No grupo de GN a producao

estimulada com LPS ou PG foi significativamente maior do que nas culturas

controle.
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Figura 4. Producéo de IL-12p700 O(A)O e IL-23 (B) por mondcitos de pacientes com
pré-eclampsia (PE) e de gestantes normotensas (GN) cultivados por 18h na auséncia
(controle) ou presenca de 1 ug/mL lipopolissacéaride (LPS) ou 1 ug/mL peptidoglicano
(PG). Valores expressos em mediana.

* (p<0,05) vs GN; + (p<0,05) vs controle (teste de Kruskal-Wallis).
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A comparacdo dos niveis de IL-23 produzidos pelos mondcitos de
gestantes com PE ou GN evidencia resultados semelhantes aos obtidos no
estudo de IL-12p70. A producéo da citocina, tanto endégena como estimulada
por LPS ou PG pelas células das gestantes pré-eclampticas foi
significativamente maior do que no grupo GN. A produgéo de IL-23, estimulada
por LPS ou PG, foi significativamente mais elevada nos dois grupos de
gestantes estudadas, em relagdo as culturas controle (Fig. 4B).

4.3.3. Correlacdo entre expressdo de receptores de superficie de

monacitos e producao de citocinas

A andlise de correlacdo entre a expressao dos receptores TLR2, TLR4,
CD64, CD163 e CD206 e a producdo de TNF-a, IL-12p70, IL-23 e IL-10 esta
representada nos quadros 1, 2, 3, 4 e 5.

Nos quadros 1 e 2 estdo expressos os coeficientes de correlacdo entre
0S receptores expressos na superficie de mondécitos de gestantes portadoras

de PE e de gestantes normotensas, respectivamente.



44

Quadro 1. Correlagdo entre expressdo endogena de receptores de

superficie de monécitos em gestantes portadoras de pré-eclampsia.

TLR4 CD64 CD163 CD206
r=0,4257 r=0,4279 r=0,2684 r=0,3471

TLR2 p = 0,0108 p = 0,0163 p =0,1375 p = 0,0411
r = 0,5849 r=0,1177 r=0,3362

TLR4 p =0,0011 p=0,5213 p =0,1519
r=-0,2280 r=0,2787

CD64 p = 0,3337 p=0,1978
r =0,5433

CD163 p = 0,0013

A andlise dos mondcitos de gestantes com pré-eclampsia mostrou haver
correlacdo positiva entre expressao de TLR2 e TLR4, TLR2 e CD64, TLR2 e
CD206, entre TLR4 e CD64 e entre CD163 e CD206 (Quadro 1). Nas gestantes
normotensas houve correlacdo entre TLR2 e CD64, TLR2 e CD163, TLR2 e

CD206 e entre CD163 e CD206 (Quadro 2).
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Quadro 2. Correlagdo entre expressdo endogena de receptores de

superficie de mondcitos em gestantes normotensas.

TLR4 CD64 CD163 CD206
r=0,3018 r =0,3965 r=0,4710 r=0,6201
TLR2 p =0,0736 p = 0,0247 p = 0,0057 p = 0,0002
r=0,1441 r=0,3034 r=0,2884
TLR4 p=04238  p=01095  p=0,1036
r=0,1895 r=0.3462
CD64 p=0,3072 p=0,1145
r = 0,5057
CD163 p = 0,0060

Na avaliacdo das citocinas produzidas por gestantes portadoras de pré-

eclampsia detectou-se correlagédo positiva entre os niveis endoégenos de TNF-a

e IL-12, entre TNF-a e IL-23 e entre IL-12p70 e IL-23 (Quadro 3). Entre as

gestantes normotensas também se observou correlacéo positiva entre TNF-a. e

IL-10, entre TNF-a e IL-23 e entre I1L-12p70 e IL-23 (Quadro 4).
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Quadro 3. Correlacdo entre a producdo enddgena de citocinas por

monaocitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia.

IL-10 IL-12p70 IL-23

r=0,2835 r=0,4114 r = 0,4805

TNF-o. p = 0,3908 p = 0,0068 p = 0,0020
r=0,2734 r=-0,2088

IL-10 p =0,1066 p =0,2149
r = 0,6684

IL-12p70 p = 0,0001

Quadro 4. Correlacdo entre a producdo enddégena de citocinas por

monaocitos de gestantes normotensas.

IL-10 IL-12p70 IL-23
r =0,4090 r=0,3098 R =0,4015
TNF-a p =0,0147 p =0,0793 p = 0,0206
r= 0,3073 r=-0,3256
IL-10 p =0,0820 p = 0,0644
r =0,3517
IL-12p70 p =0,0414

A andlise da producdo enddégena de citocinas e da expressdo de

receptores de superficie por mondécitos ndo estimulados em gestantes pré-

eclampticas mostrou correlagdo positiva entre a expresséo de TLR4 e os niveis
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de TNF-o e de IL-23 (Quadro 5). Resultados semelhantes foram obtidos entre a

expressao de CD64 e a producao dessas duas citocinas inflamatorias.

Quadro 5. Correlagdo entre a producdo enddégena de citocinas e a
expressdo de receptores de superficie por mondcitos de gestantes

portadoras de pré-eclampsia.

TNF-o IL-10 IL-12p70 IL-23
r=-0,1879  r=0,3497 R=-05532 r=-0,6108
TLR2 p=06073 p=02652 p=0,1049 p=0,1150
r=0,5126 r=0,2727 r=0,4512 r = 0,8095
TLR4 p=00354 p=04171 p=0,1912  p=0,0118
r=0,7133 r=-0,3095 r=0,4681 r = 0,6051
CD64 p=00092 p=04618 p=0,1786  p=0,0371
r=0,5476 r = 0,2857 r=0,2254 r=-0,3591
CD163 p=0,1710 p=05560 p=0,4193  p=05167
r=0,2517 r = 0,4909 r=0,3748 r=-0,2675
CD206
p=04299 p=0,1548 p=0,2300 p=0,4483

Nas gestantes normotensas a producdo basal de TNF-o pelos
monaocitos correlacionou-se positivamente com a expressdao de TLR4 e
negativamente com a expressdo de CD163 por essas células. Observou-se
ainda correlacdo negativa entre expressao de CD64 e producéo de IL-10 e,
correlagdo positiva entre os niveis dessa citocina anti-inflamatéria e a
expressao de CD163 e CD206 (Quadro 6).
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Quadro 6. Correlagcdo entre a producdo enddégena de citocinas e a

expressdo de receptores de superficie por mondcitos de gestantes

normotensas.
TNF-o IL-10 IL-12p70 IL-23
r=0,3143 r=0,2618 r=0,2752 r=-0,3894
TLR2 p=02738 p=0,3659 p=0,3208  p=0,1687
r=0,5214 r=0,2893 r = 0,2549 r = 0,3190
TLR4 p=00362 p=02957 p=0,3073 p=0,2120
r=0,3451 =-0,6536 r=0,2618 r=0,3326
CD64 p=02269 p=00082 p=0,3274 p=0,2081
r=-0,6209 r=0,5941 r=0,4637 r = 0,3699
CD163 p=00235 p=00152 p=0,0949  p=0,1584
r=0,3287 r = 0,6422 r=0,3011 r = 0,3667
CD206 p=02969 p=00054 p=0,2955 p=0,1624
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho avaliamos a associacdo entre a producdo de
citocinas pré e anti-inflamatdrias e receptores de superficie caracteristicos de
monécitos M1 e M2 em mondcitos do sangue periférico de gestantes
portadoras de PE. A expressdo de CD64 e TLR4 em mondcitos nao
estimulados e a producédo enddgena das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-
12p70 e IL-23, caracteristicas de mondcitos M1, foram significativamente
maiores nessas gestantes. Por outro lado, a expressdo enddgena de CD163 e
CD206 e a producéo de IL-10 (monécitos M2) pelos mondcitos de gestantes
pré-eclampticas foram significativamente menores em relacdo as gestantes
normotensas. Esses resultados confirmam que mondcitos de gestantes com
PE encontram-se classicamente ativados e diferenciados para o fenotipo M1.

A expressdo de mondcitos classicamente ativados ou com perfil M1 é
descrita em algumas patologias associadas a distarbio metabdlico, como o
diabetes tipo 2 (Satoh et al., 2010) ou com o envolvimento de resposta
inflamatadria sistémica, como a sepse (Groselj-Grenc et al., 2008).

Na gestacdo normal ocorre ativagdo progressiva de monocitos com
expressao aumentada de CD64, sugerindo que a gravidez determina aumento
da resposta imune inata (Luppi et al., 2002). Tanto na gestacdo normal como
na PE ocorre aumento da expressdo de marcadores de ativacdo como CD11b,
CD14 e CD64, associados a maior nivel de reativos intermediarios do oxigénio
intracelular em comparacdo a mulheres ndo-gravidas. Essa ativacéo
leucocitaria, observada no 3°. trimestre da gestacdo, foi ainda maior nas
gestantes com PE, confirmando o estado inflamatério exacerbado dessas
células na PE.

Numerosas substancias, tanto exégenas como enddgenas,
desencadeiam rapidamente a expressdao de CD64 em células do sangue
periférico. Componentes da parede celular, como LPS, produtos enddgenos e
citocinas, como IFN-y e TNF-a sdo alguns dos ativadores dessas células
(Kolackova, 2007). Mondcitos ativados, com expresséo elevada de receptores
CD64 caracterizam-se pela maior capacidade de producdo de reativos
intermediarios do oxigénio e do nitrogénio, de citocinas inflamatorias como

TNF- a, IL-12 e IL-23 e inducdo de resposta Thl polarizada, sendo
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considerados como macréfagos M1 em analogia com a subpopulacédo celular
Thl (Mantovani et al. 2004). LPS e citocinas como IFN-y e TNF-a tornam o
ambiente inflamatério, favoravel a polarizacdo M1, favorecendo a expressado do
receptor CD64.

A maior expressdo de TLR4 por mondécitos de gestantes pré-
eclampticas, observada no presente trabalho, concorda com resultados de
outros autores que relataram aumento da expressdo de TLR2 e TLR4 em
neutrofilos do sangue periférico (Xie et al., 2010), de TLR4 em placentas de
gestantes portadoras de pré-eclampsia (Kim et al., 2005) e de TLR4 em células
mononucleares de sangue de corddo umbilical de gestantes pré-eclampticas,
em comparacao com gestantes normotensas (Xia et al., 2010). Segundo Kim et
al. (2005), a co-localizagdo de TLR4 e TNF-o. em células trofoblasticas do leito
placentario de pacientes com pré-eclampsia sugere que a ativacdo dessas
células na interface materno-fetal pode induzir um ambiente de citocinas
desfavoravel a gestacdo, sugerindo ser este um novo mecanismo que
desencadeia a ativagdo do sistema imune inato na pré-eclampsia.

Os receptores TLR reconhecem nao apenas padroes moleculares
associados a patégenos (PAMPs), componentes de microrganismos,
contribuindo para a defesa do hospedeiro contra infeccées, mas também ligam
produtos inflamatérios gerados endogenamente e liberados durante lesdo
tecidual e denominados “sinais de perigo” ou alarminas (Matzinger, 2002; Kim
et al., 2005; Sado et al., 2011). Estes produtos consistem de moléculas como
reativos intermediarios do oxigénio (Frantz et al., 2001), proteinas liberadas de
células mortas (Park et al., 2004) e produtos liberados da matriz extracelular,
como fibronectina (Okamura et al., 2001). Assim, TLRs podem detectar, sob
certas circunstancias, moléculas derivadas do hospedeiro e agentes ndo
infecciosos (Xie et al., 2010a). Proteinas de choque térmico (Hsps) sao
consideradas “sinais de perigo” e podem ativar o sistema imune em locais de
lesé@o tecidual ou estresse, onde sé&o liberadas extracelularmente (Chen et al.,
1999; Wiliams & Ireland, 2008). Essas proteinas podem ser ligantes
endogenos de TLR2 e TLR4 (Vabulas et al., 2002; Asea et al., 2002) e ativam a
via do fator de transcricdo nuclear (NF-kB) apos ligacdo a TLR2 e TLR4,
induzindo a producgéo de citocinas inflamatérias e peptideos anti-microbianos
(Xie et al., 2010a).
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No presente trabalho, a correlacdo positiva entre maior expressédo de
TLR4 e CD64 e a maior producdo endogena de TNF-o, IL-12p70 e IL-23 por
monaocitos sugere que essas ceélulas podem estar ativadas por produtos
enddgenos de origem materna e, enfatizam a participacdo de receptores TLR
na resposta inflamatoria sistémica. Esses resultados sugerem que a presenca
de um ambiente inflamatério na pré-eclampsia pode direcionar a polarizacéo
dos mondécitos para um perfil M1 ativado, resultando em maior producdo de
citocinas pré-inflamatérias por estas células. Xie et al. (2010a) observaram, em
gestantes com PE precoce, aumento da expressdao de mRNA para TLR2 e
TLR4 em neutrdfilos, maior producdo de IL-1B por essas células e maior
concentracdo sérica de TNF-o e IL-6, sugerindo que TLRs podem modular a
imunidade inata e contribuir para a patogénese dessa doenca.

Embora estudos prévios tenham relatado ativacdo excessiva de
monaocitos em gestantes com PE, evidenciada pela producao elevada de TNF-
o, IL-6 e IL-8 em comparacdo a gestantes normotensas (Redman & Sargent,
2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al., 2007), este € o primeiro trabalho
que associa a expressao de marcadores de ativacdo a producdo de citocinas
inflamatdrias por mondcitos de gestantes pré-eclampticas.

Diversos autores demonstraram que alteracdes nos niveis de citocinas
podem estar envolvidas na patogénese da pré-eclampsia. Sharma et al. (2010)
encontraram na PE desbalango entre citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e
IL-12 e anti-inflamatorias, como IL-10. Nessa patologia pode se configurar um
quadro de reacéao inflamatdria sistémica pela associacéo entre niveis elevados
de &cido Urico, producdo de anion superéxido e de TNF-o. por mondcitos de
gestantes pré-eclampticas em comparacao a gestantes normotensas (Peracoli
et al., 2011).

Os niveis de IL-12p70 e de IL-23 produzidos por mondcitos de gestantes
com PE, mais elevados em relacdo as gestantes normotensas estdo em acordo
com Sakai et al. (2002; 2004), que encontraram maior producéo de IL-12 e IL-
18 por células mononucleares de sangue periférico de gestantes pré-
eclampticas, contribuindo para a dominédncia de um padrdo Thl nessa

patologia. A IL-12 € membro da maior familia de citocinas que também
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compreende IL-23 e IL-27, sendo produzida por varias células apresentadoras
de antigeno, incluindo macréfagos e células dendriticas (Metzger, 2010).

O significado da elevada producédo endogena de IL-23 por mondcitos de
gestantes com PE precisa ainda ser esclarecido. Nao existem na literatura
relatos sobre a producdo de IL-23 por células de gestantes com PE. Essa
citocina proé-inflamatéria € produzida por mondcitos, macréfagos e células
dendriticas ativadas e tem papel importante na sobrevivéncia e expansao de
células inflamatérias Th1l7 e na producao de IL-17 por essas células (Gee et
al., 2009). Interleucina-23 e IL-17 desempenham papel central no
desenvolvimento de inflamagBes cronicas, observadas em doencas auto-
imunes (Paradowska-Gorycka et al., 2010). Recentemente, foi descrito
aumento do numero de células Th1l7 no sangue periférico e na decidua de
gestantes portadoras de PE, associado a diminuicdo de células T reguladoras
(Santner-Nanan et al., 2009; Jiajun et al., 2009). Segundo Saito (2010), o
aumento de células Th1l7 na PE determinaria um estado inflamatorio crénico e
causaria hipertensdo arterial e disfuncdo endotelial, caracteristicas dessa
patologia. Portanto, consideramos que o0s niveis extremamente elevados de IL-
23 nas gestantes com PE, em comparacdo a gestantes normotensas,
observados no presente trabalho, sinalizam o desenvolvimento dessas células
Thl7 e seriam responsaveis pela manutencdo da resposta inflamatdria
sistémica observada nessa doenca. Essa hipdtese merece ser testada em
trabalhos futuros.

No presente trabalho observou-se menor producao basal de IL-10 pelos
mondcitos das gestantes com PE, associada a menor expressao de CD163 e
CD206 por essas ceélulas. A funcdo desta citocina inclui ndo apenas a atividade
imunomodulatéria, mas também o papel protetor na hipertensédo ou disfuncao
vascular induzida pela inflamacéao (Kalkunte et al., 2011). Tinsley et al. (2010)
avaliaram o papel da IL-10 sobre a funcdo endotelial e pressédo arterial em
modelo experimental, demonstrando a capacidade desta interleucina em
normalizar a funcdo endotelial e diminuir a pressdo sanguinea sistélica. No
presente estudo o desbalanco entre citocinas pro- e anti-inflamatorias
produzidas in vivo pelos mondcitos das gestantes com PE sugere que o
ambiente sistémico inflamatorio resultante seria responsavel pela diferenciacao

dos mondcitos para o perfil M1 nessa patologia.
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O estimulo dos mondécitos de gestantes normotensas e portadoras de
PE com lipopolissacaride (LPS) e peptidoglicano (PG) teve o objetivo de avaliar
a polarizacdo in vitro dessas células nos dois grupos de gestantes estudadas.
Observou-se aumento significativo da producao de citocinas inflamatérias TNF-
o, IL-12p70 e 1L-23 nas culturas de mondcitos dos dois grupos de gestantes.
Entretanto, as células das gestantes com PE produziram niveis menores de
TNF-a do que o grupo GN. Resultados semelhantes foram obtidos por Giorgi et
al. (2011) estudando a producdo de TNF-o e IL-13 em associagdo com
ativacao do fator de transcricdo nuclear NF-kB em gestantes portadoras de PE.
Os autores verificaram que tanto a producdo de TNF-a quanto a ativagao da
NF-kB foram significativamente menores nas gestantes pré-eclampticas apos
estimulo com LPS. Considerando que o NF-kB esta envolvido na producéo de
TNF-a, nossos resultados corroboram a idéia de exaustdo das células in vivo
de mulheres com PE, sugerida por Beckmann et al. (2004). Segundo esses
autores, a pré-ativacdo e exaustdo dos leucécitos, expressas pela liberagédo
espontanea elevada de TNF-o poderia determinar a menor resposta ao LPS.
Esses resultados ndo foram observados na analise da producéo de IL-12p70 e
IL-23.

A menor capacidade de producdo de TNF-oo associada a ativacdo
endogena dos leucdcitos de gestantes com PE sugere a instalacdo de um
fenbmeno denominado tolerdncia ao LPS. Essa tolerdncia a endotoxina foi
interpretada como a capacidade reduzida de de mondcitos e macréfagos
cultivados in vitro, em responder ao estimulo com LPS apds uma exposi¢cado
prévia a concentracdes baixas da endotoxina (Fan et al., 2007; Aneja et al.,
2008). Assim, a tolerancia induz um estado transitério de supressao celular,
com producdo diminuida de citocinas pro-inflamatérias em resposta ao LPS
(Virca et al., 1989).

Segundo Albrecht et al. (2008), diferentes mecanismos de tolerancia
podem ocorrer em diferentes tipos celulares. A delecdo celular é o principal
mecanismo envolvendo linfocitos, enquanto em mondécitos predomina o
bloqueio de sinais de transducao celular. Estudando a tolerancia induzida por
estimulacao repetida com ligantes de TLR2 e TLR4 em células dendriticas, os

autores demonstraram que a exposicdo a esses ligantes torna as células
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tolerantes em relacdo a expressdo do gene de TNF por um mecanismo que
envolve bloqueio do sinal de transducgéo ao nivel do receptor de IL-1 associado
a quinase 1 (IRAK-1) devido a sua degradacéo proteolitica.

A possivel tolerancia ao LPS em gestantes com PE, com menor
producdo de TNF-al, foi descrita por outros autores (Beckmann et al., 2004).
No presente trabalho os resultados permitem sugerir que a ativacao prévia das
células, com maior producdo endogena de TNF-o, seria responsavel pela
tolerancia ao LPS quando as células sdo estimuladas in vitro com a endotoxina.
Em gestantes com PE o estimulo in vivo que determina a ativacdo dos
leucécitos, permitindo a tolerancia ao estimulo com LPS, ainda nao é
conhecido. Entretanto, € descrito que a resposta inflamatdria sistémica
exacerbada na PE estd associada com a liberagdo de substancias com
atividade inflamatéria, tais como fragmentos de membranas do
sinciciotrofoblasto, DNA fetal soltvel, microparticulas derivadas de leucécitos e
citocinas, que ativariam sistemicamente células inflamatérias como mondcitos,
granulécitos e células endoteliais (Redman & Sargent, 2005; Borzychowski et
al., 2006; Germain et al., 2007; Lok et al., 2009). Além disso, outras proteinas
intracelulares, como a proteina de choque térmico hsp70, quando presente no
compartimento extracelular pode induzir a tolerancia ao LPS (Aneja et al.,
2006). Niveis elevados de hsp70 foram descritos no soro de gestantes com PE,
sendo associados a inflamacao sistémica e estresse oxidativo, embora ndo se

conheca o papel dessa proteina na fisiopatologia da PE (Molvarec et al., 2009).

A maior expressdo de TLR2 e TLR4, apd0s estimulo com PG ou LPS
respectivamente, foi observada em mondcitos de gestantes normotensas.
Esses resultados concordam com a literatura, que relata aumento da
expressdo de CD14, TLR2 e TLR4 em monécitos de sangue periférico de
individuos saudaveis apés estimulo com esses agonistas de TLRs (Hadley et
al., 2005). Nas gestantes normotensas a expressdo de CD64 mostrou-se
também significativamente aumentada apds estimulo dos mondcitos com LPS
e PG. Ao contrario, nas gestantes com PE o estimulo com LPS e PG nédo
induziu aumento na expressdo de TLR2, TLR4 e CD64 nos mondcitos. A
auséncia de polarizacdo dessas células submetidas a estimulo pode decorrer

de sua prévia ativacdo endogena.
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Com relacdo a expressao de CD163 e CD206, embora a expressao
enddgena desses receptores tenha se apresentado menor nos mondécitos das
gestantes com PE, o estimulo com LPS foi capaz de aumentar a expressao
desses receptores, mostrando a possibilidade de polarizacdo dessas células
para perfil M2. Essa polarizacao in vitro, induzida por LPS e PG, foi melhor
observada na inducdo da producdo de citocinas pré e anti-inflamatoérias em
ambos os grupos de gestantes. Assim, encontrou-se maior produgéo de TNF-a,
IL-10, IL-12p70 e IL-23 por mondcitos estimulados em gestantes normotensas.
Nas gestantes pré-eclampticas o estimulo com LPS e PG induziu aumento
significativo dos niveis de TNF-a, IL-10 e IL-23. A produc¢édo de IL-12p70 s6 foi
mais elevada apés estimulo com PG. A correlacdo entre a producédo basal de
TNF-a, IL-12p70 e IL-23 pelos mondcitos das gestantes com PE mostra que a
ativacdo in vivo dessas células interferiu com a capacidade de estimulacao por
LPS, na producéo de IL-12.

A literatura relata a polarizacdo de mondcitos do perfil M1 para M2 e
vice-versa, induzida in vitro por substancias estimuladoras ou reguladoras de
monaocitos e macrofagos. LPS € considerada uma potente endotoxina indutora
de inflamacéo e polarizacdo M1 (Pena et al., 2011). Devaraj & Jialal (2011)
observaram que, mondcitos de perfil M2 gerados por estimulo com IL-4,
quando cultivados com proteina C-reativa sofrem diferenciacdo para populagédo
M1, produtora de TNF-o. e IL-12. Por outro lado, azitromicina, que possui
atividade anti-inflamatéria, modifica a ativacdo de macréfagos para o fenético
M2. A adicdo prévia de azitromicina, a cultura de mondcitos humanos
estimulados com IFN-y e LPS inibe, de forma dose-dependente a expresséo de
genes promotores da producdo de IL-12p70 e de marcadores de perfil M1 e
aumenta a expressao de CD163 e IL-10, caracteristicos de perfil M2 (Vrancik et
al., 2011).

Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho mostram que
monaocitos de gestantes com PE encontram-se endogenamente ativados e
diferenciados para o perfil inflamatério M1. Essa polarizagdo para o espectro
inflamatério seria induzida e sustentada pelo ambiente predominante de
citocinas inflamatorias presente nessa patologia. Considerando que a PE é

caracterizada por um estado inflamatério persistente (Sado et al., 2011),
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envolvendo células da imunidade inata como mondcitos, o0 estudo da
participagdo do sistema imune inato nessa inflamacdo sustentada podera
contribuir para a melhor compreensao da sua fisiopatologia.

6. CONCLUSOES

6.1. Monécitos de gestantes com pré-eclampsia apresentam-se
endogenamente ativados e produzem niveis elevados de citocinas pro-
inflamatérias TNF-o, IL-12p70 e IL-23 em comparacdo as gestantes

normotensas;

6.2. A expressdo enddgena elevada de receptores TLR4 e CD64, associada a
baixa expressdo de CD163 e CD206 por mondcitos de gestantes com pré-
eclampsia e a producédo de citocinas pro-inflamatoérias, sugere a polarizacéo

dessas células para um perfil M1 na pré-eclampsia;

6.3. Este estudo traz evidéncias de que na pré-eclampsia ocorre um
desequilibrio do fenétipo M1/M2 de mondcitos do sangue periférico e, que o
ambiente inflamatério sistémico observado nessa patologia pode ser

responsavel pela diferenciacdo das células para o perfil M1.
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ANEXOS

Anexo 1

Universidade Estadual Paulista
CAMPUS DE BOTUCATU — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
Cx. Postal: 510 — Botucatu — SP — CEP — 18618 — 000
Fone (14) 3811-6058 / 6240 — Fax (14)3811-3744

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
PESQUISA - Individuos Saudaveis

Eu, RG

doador voluntario de sangue, fui convidado a participar do projeto intitulado:
“ CARACTERIZAC;AO DAS SUBPOPULAQ@ES DE MONOCITOS M1 E M2 E
ASSOCIACAO COM PRODUCAO DE CITOCINAS EM GESTANTES
PORTADORAS DE PRE-ECLAMPSIA”. Nesta pesquisa, fui solicitado a doar
pequena quantidade de sangue da veia do braco (20 mL), colhido com seringa
e agulha descartavel. Estou ciente de que a doagdo desse volume de sangue
nao trara riscos a minha saude, uma vez que os 20 mL serdo retirados do total
de sangue obtido durante a doacdo. Concordo em colaborar e informo néo ter
sido pressionado fisica ou psicologicamente. O exame a ser realizado no
sangue servira para verificar se a minha capacidade de nao desenvolver
doenca infecciosa estad diminuida ou normal, caso eu entre em contato com
microrganismos do ar. Como doador voluntario, estou sabendo que nao terei
beneficios direto com a pesquisa. O pesquisador informou que o resultado
desse exame podera ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obté-
lo. Fui informado também que eu posso, a qualquer momento, esclarecer
davidas e desistir de participar da pesquisa, sem prejuizo do atendimento
meédico que necessitar e, que meu nome ndo aparecera quando os resultados
forem divulgados. Este documento, apos aprovacdo do CEP, seré elaborado
em 2 vias, sendo uma para o participante do projeto e a outra para o arquivo do
pesquisador.

Botucatu, de de 20

Assinatura do Doador

Assinatura do Pesquisador

Pesquisador Responsavel: Leonardo Teixeira Lopes de Medeiros
Rua Dr. Ranimiro Lotufo n® 463 — Botucatu, SP

Fone: (14)96265619

E-mail: leomedeiros07@hotmail.com




Orientador Responsavel: Maria Terezinha Serrdo Peracoli
Rua Cardoso de Almeida n®1613 — ap. 602 — Botucatu, SP
Fone: (14) 3815-3740

E-mail: peracoli@ibb.unesp.br
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