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RESUMO

Introducdo: A Pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gestacédo
caracterizada por uma resposta inflamatéria sistémica, que se manifesta por
ativacdo de mondcitos do sangue periférico. O estado de ativacdo dessas células
parece estar associado a producado de citocinas pro-inflamatérias bem como a sua
interagcdo com produtos enddgenos celulares liberados durante leséo tecidual,
denominados padrées moleculares associados a danos (DAMPs). High mobility
group Box 1 (HMGB1l) é uma citocina com potente atividade inflamatoria,
considerada como DAMP e secretada ativamente por mondcitos. Estudos recentes
mostram que HMGBL1 pode interagir com a proteina de fase aguda haptoglobina,
formando complexos que podem ser removidos da circulacdo por endocitose pelo
receptor CD163 presente na superficie de mondcitos/macrofagos. Objetivo: O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o envolvimento de haptoglobina,
HMGB1 e receptor CD163 na resposta inflamatéria sisttmica em gestantes
portadoras de PE. Métodos: Mondcitos obtidos de gestantes pré-eclampticas e de
gestantes normotensas (NT) foram avaliados, por citometria de fluxo, quanto a
expressao dos receptores TLR4, RAGE, CD64 e CD163 para determinar o perfil M1
ou M2 apresentado por essas células. Os niveis plasméticos de haptoglobina,
HMGB1, hemeoxigenase-1 (HO-1) e de citocinas pré e anti-inflamatoérias foram
determinados pela técnica de ELISA. Os resultados foram analisados por testes
paramétricos ou ndo parameétricos com nivel de significancia de 5%. Resultados:
Em comparagdo com as gestantes NT, as gestantes pré-eclampticas apresentaram
maior expressao dos receptores de superficie de mondcitos, TLR4, CD64 e RAGE e
menor expressdo de CD163. Os valores plasmaticos de haptoglobina, HO-1 e IL-10
apresentaram-se significativamente diminuidos nas gestantes portadoras de PE,
enquanto que as concentragcbes de HMGB1, TNF-a, IL-1B3, IL-6 e TGF-B1 foram
significativamente maiores. Conclusdo: A expressdo aumentada dos receptores
TLR4, CD64 e RAGE e a concentracao enddgena elevada de citocinas inflamatorias
demonstram que na PE os mondcitos estédo polarizados para o perfil inflamatério M1.
Em contrapartida, a menor expressdo de CD163 e os niveis diminuidos de
haptoglobina, IL-10, HO-1 em mondcitos dessas gestantes sugerem deficiéncia nos
mecanismos capazes de corrigir o intenso processo inflamatdrio presente na PE.

Palavras-chave: haptoglobina, hemeoxigenase-1, HMGB1, mondcitos, pré-
eclampsia, CD163.
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ABSTRACT

Introduction: Preeclampsia (PE) is a pregnancy-specific syndrome characterized by
a systemic inflammatory response, manifested by activation of peripheral blood
monocytes. The activation state of these cells seems to be associated with the
production of proinflammatory cytokines as well as their interaction with cellular
endogenous products released during tissue injury, called damage-associated
molecular patterns (DAMPSs). High mobility group Box 1 (HMGBL1) is a cytokine with
potent inflammatory activity considered as DAMP and actively secreted by
monocytes. Recent studies show that HMGB1 can interact with the acute phase
protein haptoglobin, forming complexes that can be removed from circulation by
endocytosis by the CD163 receptor on the monocyte / macrophage surface.
Objective: The present study aimed to evaluate the involvement of haptoglobin,
HMGB1 and CD163 receptor in the systemic inflammatory response in pregnant
women with PE. Methods: Monocytes obtained from preeclamptic and normotensive
(NT) pregnant women were evaluated by flow cytometry for the expression of TLR4,
RAGE, CD64 and CD163 receptors to determine the M1 or M2 profile presented by
these cells. Plasma levels of haptoglobin, HMGB1, hemeoxygenase-1 (HO-1) and
pro and anti-inflammatory cytokines were determined by the ELISA immunoassay.
Results were analyzed by parametric or nonparametric tests with a significance level
of 5%. Results: Compared to NT pregnant women, preeclamptic pregnant women
showed higher expression of monocyte surface receptors, TLR4, CD64 and RAGE
and lower expression of CD163. Haptoglobin, HO-1 and IL-10 plasma values were
significantly decreased in pregnant women with PE, while HMGB1, TNF-a, IL-1j3, IL-6
and TGF-B1 concentrations were significantly increased. Conclusion: The increased
expression of TLR4, CD64 and RAGE receptors and the high endogenous
concentration of inflammatory cytokines show that monocytes from preeclamptic
women are polarized to the inflammatory profile M1. In contrast, lower CD163
expression and decreased levels of haptoglobin, IL-10, HO-1 in monocytes of these
pregnant women suggest deficiency in mechanisms capable of correcting the intense
inflammatory process present in PE.

Key words: haptoglobin, hemeoxigenase-1, HMGB1, monocytes, preeclampsia,
CD163.
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1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da gravidez, que ocorre entre
2% a 10% de todas as gestacdes (ACOG, 2019), sendo uma das principais causas
de morte materna (Magee et al., 2016). Os parametros clinicos que identificam essa
doenca sdo a manifestagcdo concomitante de hipertenséo arterial e proteindria apos
a 20% semana de gestacdo ou, na auséncia de proteinUria, a ocorréncia de
hipertensdo arterial associada a outras disfungcbes maternas também estdo
relacionadas com PE, como insuficiéncia renal, comprometimento hepatico,
complica¢cBes neuroldgicas ou hematoldgicas, disfuncao Utero-placentaria e restricao
de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al., 2016, ACOG, 2019).

A PE é caracterizada pela associacao de intensa reacéao inflamatoria sistémica,
lesdo endotelial, agregacdo plaquetaria, ativacdo do sistema de coagulacdo e
aumento da resisténcia vascular generalizada (Roberts, 1998; Borzychowski et al.,
2006), que parecem contribuir significativamente para a fisiopatologia da doenca
(Redman & Sargent, 2005). Nesse contexto, observam-se ativacdo de células
inflamatorias como mondcitos, granulécitos e células endoteliais (Redman et al.,
1999; Borzychowski et al., 2006; Medeiros et al., 2014), producdo excessiva das
citocinas pro-inflamatoérias interleucina-1 beta (IL-18), IL-6; IL-8 e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (Redman & Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al.,
2007; 2013; Harmon et al.,, 2016) e reducdo na concentracdo de citocinas
reguladoras, como IL-10 (Azizieh et al., 2005; Cristofalo et al., 2013; Aggarwal et al.,
2019).

Embora a fisiopatologia exata da PE seja ainda inconclusiva, acredita-se que
este distarbio imunoldgico tenha sua origem na placenta, resultante de leséo tecidual
causada por isquemia/hipéxia e decorrente da invasdo inadequada das artérias
uterinas pelo trofoblasto fetal (Huppertz, 2008). A diminuicdo da oferta local de
oxigénio e nutrientes esta associada a morte celular aumentada do trofoblasto (Wu
et al., 2012), que pode resultar na liberagdo de mediadores de ativacdo endotelial e
inflamacé@o sistémica materna (Redman & Sargent, 2003). Esses mediadores,
liberados apos necrose do trofoblasto (Huppertz et al., 2003) incluem DNA fetal,
acido urico, High Mobility Group Box 1 (HMGB1), produtos de matriz extracelular, IL-

1a entre outros, que caem na circulagdo materna e podem interagir com leucdcitos
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circulantes, contribuindo para a resposta inflamatéria intensa descrita na PE
(Redman & Sargent, 2003).

A ativacdo excessiva de mondcitos e granulocitos intravasculares, bem como
de macrofagos, sugere que a ativacdo do sistema imune inato pode causar
problemas na progressdo da gestacdo (Lok et al.,, 2009). O significado dessas
alteracdes imunoldgicas na patogénese da PE é ainda desconhecido. O estado de
ativacdo de mondcitos parece estar associado a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e radicais livres, bem como a sua interagcdo com produtos endégenos
celulares liberados durante lesdo tecidual e denominados “sinais de perigo” ou
padrées moleculares associados a danos (DAMPSs), considerados importantes
moduladores da resposta inflamatoria (Kim et al., 2005). As DAMPs, que séo
representadas por moléculas como acido uUrico (Matias et al., 2015), reativos
intermediarios do oxigénio, proteinas de choque térmico (Hsp70) (Asea et al., 2002;
Peracoli et al., 2013), proteinas liberadas de células mortas como HMGB1 (Park et
al., 2004; Zhu et al.,, 2015) e produtos liberados da matriz extracelular, como
fibronectina e hialurona (Said-Sadier & Ojcius, 2012; Roméo et al., 2014; Romao-
Veiga et al., 2018), podem ser responsaveis pela inflamacao estéril que ocorre na
PE, uma vez que essa resposta inflamatéria geralmente se manifesta na auséncia
de infeccdo microbiana (Nadeau-Vallée, 2016; Brien et al., 2019).

Para exercer seus efeitos inflamatorios, as DAMPs interagem com receptores
de reconhecimento de padrdo (PRRs) expressos em células da imunidade inata.
Esses receptores sdo componentes centrais do sistema imune inato e estdo
envolvidos na resposta inflamatéria de mondécitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al.,
2008). Dentre esses receptores destacam-se o0s receptores Toll (TLRs), que
reconhecem e ligam DAMPs (Kim et al., 2005; Kim et al., 2013) e também moléculas
presentes na superficie de patdgenos conhecidas como padrées moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) (Koga & Mor, 2008). O RAGE (receptor para
produtos finais de glicagdo avancada) é outro receptor importante, semelhante ao
TLR e estd normalmente expresso em baixa concentracdo em varios tipos celulares
em estado de homeostase. No entanto, sua expressao aumenta devido a doencas e
ao acumulo de ligantes como HMGB1 (Ramasamy et al., 2009).

HMGB1 é uma proteina que foi inicialmente descrita como estritamente

nuclear, devido a sua ligacdo ao DNA e papel na transcri¢éo, reparagao e replicacao
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de genes (Bustin, 1999). Posteriormente, foi identificada como citocina com potente
atividade inflamatoria, devido a suas fungbes extracelulares (Lotze & Tracey, 2005;
Holmlund et al., 2007). Em condi¢des inflamatérias ou de lesdo, HMGB1 é secretada
ativamente por células da imunidade inata como macrofagos e mondcitos (Gardella
et al., 2002) e, passivamente por células necroticas, sendo considerada como “sinal
de perigo” (Scaffidi et al., 2002; Wang et al., 2004; Anderson & Tracey, 2011; Yang
et al., 2016). A concentracdo plasmatica de HMGB1 encontra-se aumentada em
gestantes com PE quando comparada com gestantes normotensas (Naruse et al.,
2012; Zhu et al., 2015; Romao-Veiga et al., 2018), sendo considerado um mediador
inflamatorio, quando secretado por células imunes ativadas (Yang et al., 2013). O
HMGB1 é capaz de se ligar a receptores TLR2, TLR4 e RAGE (Park et al., 2004; Xu
et al., 2011; Kim et al., 2013; Tsung et al., 2014). Assim, atua sistemicamente como
ativador endbégeno do receptor TLR4, presente em varios tipos -celulares,
determinando a liberacdo de outras citocinas inflamatérias e do préprio HMGB1. O
estimulo de monécitos humanos com HMGBL1 induz ativacdo de NF-kB e liberacéo
de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, mas ndo de IL-10 ou IL-12 (Andersson et al., 2000;
Andersson & Tracey, 2011).

Os dados da literatura sugerem que, a interacdo de mondcitos de gestantes
portadoras de PE com DAMPs pode ser responsavel, em parte, pela ativacdo
dessas células, resultando nas manifestacbes da resposta inflamatéria sistémica
detectada nessa doenca (Roméao-Veiga et al., 2018).

Mondécitos e macréfagos sdo células da linhagem monocitica-macrofagica,
consideradas populacbes celulares que se adaptam e respondem a grande
variedade de sinais presentes no ambiente onde se encontram (Mantovani et al.,
2004). O estado de ativacdo e as funcdes dessas células sdo marcadamente
afetados por diferentes citocinas, PAMPs e DAMPs, promovendo a orientacdo da
resposta imune adaptativa para perfil Thl ou Th2, bem como expressdo de funcdes
efetoras especializadas e polarizadas por essas células (Mosser, 2003; Gordon &
Martinez, 2010; Martin et al., 2011; Mantovani et al., 2013; Tian et al., 2015). Assim,
macrofagos podem ser classificados em pelo menos duas subpopulacbes com
fendtipos distintos, ou seja, classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados
(M2), de acordo com suas fungbes (Mantovani et al., 2004; Gordon & Martinez,
2010; Jena et al., 2019).
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Segundo Mantovani et al. (2004) a classificacdo M1 e M2 refere-se a dois
extremos de um espectro de ativacdo de macrofagos. 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; Bouhlel et al., 2007; Tarique et al., 2015). Essas
células polarizadas diferem entre si pela expressdo de receptores, producdo de
citocinas e funcdes efetoras. Macréfagos M1 ativados por INF-y, TNF-a ou LPS
expressam receptores opsoninicos do tipo FcyRI, RIl ou RIll (CD16, CD32, CD64),
receptores TLR2 e TLR4 e citocinas inflamatorias TNF-a 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 ativacdo dessas células por IL-4 e IL-13 polariza para
o perfil M2, caracterizado por maior expressdo de receptores CD163 “scavenger”
para complexos haptoglobina-hemoglobina que também possui propriedades anti-
inflamatérias e imunorregulatérias (Akila et al., 2012), receptor de manose (CD206),
além de maior producdo de IL-10 e TGF-B1 (Mantovani et al., 2004; Malyshev &
Malyshev, 2015) (figura 1).
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doengas alérgicas
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Figura 1: Esquema de polarizacdo de células da linhagem monocitica/macrofagica segundo
descrito por Mantovani e colaboradores (2004).

Essa classificacdo M1 e M2, inicialmente proposta para macréfagos, pode ser
estendida para mondcitos 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), doencas autoimunes e estudos utilizando agentes moduladores da
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resposta inflamatéria para tratamento in vitro dessas células (Pena et al.,, 2011,
Awad et al., 2017). O aumento da expressdo de CD64, em mondcitos de pacientes
com ldpus eritematoso sistémico, € considerado um marcador de atividade da
doenca (Kikuchi-Taura et al.,, 2015). Por outro lado, na leishmaniose cutanea,
mondcitos circulantes e macrofagos presentes nas lesdes estdo polarizados para o
fenétipo M2, sendo que o tratamento quimioterapico restaurou o balanco M1/M2,
importante para eliminar a infeccdo (Mukhopadhyay et al., 2015).

Em gestantes portadoras de PE demonstramos que mondcitos de sangue
periférico estdo endogenamente ativados e polarizados para perfil M1, com aumento
de receptores TLR4 e CD64, diminuicéo de receptores CD163 e CD206 e producao
aumentada de citocinas pro-inflamatorias (Medeiros et al., 2014). Também
detectamos menor expressao do receptor CD163 em mondcitos de gestantes com
PE grave, associada a diminui¢cdo dos niveis plasmaticos da forma soltuvel (sCD163)
desse receptor e de IL-10. Paralelamente, a concentracao plasmatica das citocinas
inflamatorias IL-1B e TNF-a foi significativamente maior nessas gestantes e se
correlacionou negativamente com os valores de sCD163. A associacdo entre o perfil
de citocinas proé-inflamatérias e a menor concentracéo de sCD163 e IL-10 no plasma
das gestantes com PE grave sugere um defeito na regulagdo da resposta
inflamatoria sistémica observada nessa patologia (Nunes et al., 2019).

A molécula CD163 ¢é considerada um marcador especifico de
monaocitos/macréfagos anti-inflamatoérios. A expressao do receptor CD163 aumenta
por estimulo com glicocorticoides e IL-10 ou fatores de crescimento como fator
estimulador de col6nias de macréfagos (M-CSF), que promovem a diferenciacdo dos
monaocitos para macrofagos (Komori et al., 2012). Por outro lado, a expressao de
CD163 pode ser regulada negativamente por citocinas pro-inflamatérias como IFN-y,
GM-CSF, TNF-a, IL-1B ou pela quimiocina CXCL-8 (IL-8), que diminuem a
expressdo de CD163 em mondécitos humanos (Buechler et al., 2000). Assim, a
menor expressao de CD163 em mondcitos de gestantes com PE, associada a menor
producéo de IL-10 e & sintese elevada de TNF-a e IL-12 por essas células, sugerem
gue monacitos do sangue periférico de gestantes pré-eclampticas apresentam perfil
inflamatorio, contribuindo para a resposta inflamatoria sistémica observada nessas

gestantes (Medeiros et al., 2014).
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A principal funcdo da molécula CD163, na superficie de mondcitos/macréfagos
€ a remocdao, por endocitose, de complexos de haptoglobina-hemoglobina formados
na circulacdo, como consequéncia da hemdlise intravascular de eritrocitos
(Kristiansen et al., 2001; Weaver et al., 2006). A internalizacdo desses complexos
representa um mecanismo protetor da haptoglobina contra efeitos toxicos da
hemoglobina livre liberada sobre os tecidos, durante a hemdlise, causando dano
celular e estresse oxidativo (Gram et al., 2015). Assim, a haptoglobina, uma proteina
de fase aguda de 100 kDa, produzida pelo figado e secretada na circulacéo interage
com hemoglobina extracelular decorrente de processos de hemodlise, formando
complexos que sao removidos da circulagcao por meio da interagdo com macréfagos
CD163+, presentes no figado e na medula 6ssea (Schaer et al., 2006; Yang et al.,
2016). Aumento de hemoglobina livre é descrita em patologias inflamatdrias como
sepse, infec¢gbes, hemorragias, reacdes transfusionais e na PE (Larsen et al., 2010;
Olsson et al., 2010; Yang et al., 2016). Na PE grave, o aumento de hemoglobina
livre se associou a diminuicdo da concentracdo de haptoglobina plasmatica,
sugerindo que o estresse oxidativo, induzido pela hemoglobina livre, pode ser um
fator patogénico na PE (Olsson et al., 2010).

Recentemente, foi descrito que o receptor CD163 interage com complexos
haptoglobina-HMGBL1. A endocitose dos complexos haptoglobina-hemoglobina e de
haptoglobina-HMGB1, apds interagcdo com o receptor CD163, induz a producéo de
enzimas e citocinas anti-inflamatérias, tais como hemeoxigenase-1 (HO-1) e IL-10,
respectivamente (Kristiansen et al., 2001; Yang et al., 2016). Portanto, a
haptoglobina parece atuar como inibidor endégeno de HMGB1 por mecanismo
envolvido na via anti-inflamatéria dependente de CD163 (Yang et al., 2016; 2017).

Em conjunto, os relatos da literatura sugerem que, a PE é caracterizada por
resposta inflamatoria exacerbada, que usualmente ocorre na auséncia de infeccao
microbiana. Portanto, representa uma inflamacdo estéril associada a elevada
concentracéo plasmatica de inumeras DAMPs como &cido urico, Hsp70, produtos de
matriz extracelular, citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF-a, IL-12 e HMGBL1) e
ativacao e polarizacdo de monacitos para perfil inflamatério M1 (Peracoli et al., 2013,
Romé&o et al., 2014; Medeiros et al., 2014; Matias et al., 2015; Roméao-Veiga et al.,
2018). Nessa doengca também ocorre deficiéncia de mecanismos efetores

antioxidantes (Cristofalo et al., 2013), menor producao de citocinas anti-inflamatorias
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e concentracdo significativamente reduzida de inibidores endoégenos como
haptoglobina, hemopexina e HO-1 (Gram et al., 2015). Portanto, a analise de
subpopulacdes de mondcitos M1 e M2, bem como a determinacdo de citocinas e
fatores anti-oxidantes como HO-1 e de haptoglobina no plasma de gestantes pré-
eclampticas, poderao contribuir para a compreenséo dos mecanismos envolvidos na

resposta inflamatoria sistémica da PE.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o envolvimento de haptoglobina, HMGBL1 e receptor CD163 na resposta
inflamatoria sistémica em gestantes portadoras de pré-eclampsia.

2.2. Objetivos especificos

2.1.1 Analisar a expressao das moléculas TLR4, RAGE, CD64 e CD163 em
monaocitos obtidos de gestantes normotensas (NT) e de portadoras de PE, por

citometria de fluxo.

2.1.2 Determinar as concentragdes de haptoglobina, HMGB1, HO-1 e das
citocinas IL-1, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-23, TGF-B1 e TNF-a no plasma de

gestantes normotensas e de portadoras de PE.

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Mondcitos de sangue periférico, obtidos de gestantes portadoras de PE e de
gestantes NT foram avaliados, por citometria de fluxo, quanto a expressao das
moléculas TLR4, RAGE, CD64 e CD163 para determinar o perfii M1 ou M2
apresentado por essas ceélulas. As concentracdes plasmaticas de haptoglobina,
HMGB1, HO-1 e das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-23, TGF-B1 e TNF-a
foram determinadas pela técnica de ELISA.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Casuistica

Foram incluidas no estudo 20 gestantes portadoras de PE que realizaram a
assisténcia ao parto na Maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP. A idade gestacional foi estabelecida pela data da
altima menstruacdo e confirmada por exame ultrassonografico precoce (< 20
semanas de gestacdo). Como controle, foram estudadas 20 gestantes NT pareadas
por idade gestacional com as gestantes hipertensas e que ndo apresentaram outras
comorbidades.

No presente estudo, uma gestante foi considerada portadora de PE quando,
sem antecedente anterior, manifestou hipertensdo arterial (= 140x90 mmHg)
associada a proteinuria (= 300 mg e < 2 g em urina coletada durante 24 horas), ap6s
a 202 semana de gestacdo, ou mulheres que, na auséncia de proteindria,
apresentaram qualquer uma das seguintes manifestacées clinicas graves: valor de
pressao arterial sistdlica maior ou igual a 160 mmHg e presséo arterial diastélica
maior ou igual a 110 mmHg, insuficiéncia renal, comprometimento hepatico,
alteracdes neurolégicas ou hematoldgicas e edema pulmonar. (Tranquilli et al., 2014;
ACOG, 2019).

O tamanho amostral foi calculado, considerando-se a diferenca de médias
entre IL-1B para gestantes portadoras de PE, com base nos resultados
apresentados em trabalho anterior (Matias et al., 2015). Considerando uma
confiabilidade de 95%, poder de 90% e 20% de variabilidade nos valores de IL-1B, o
tamanho amostral foi de, no minimo 20 gestantes em cada grupo.

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 (Parecer: 2.809.575).

4.2. Critérios de inclusao

Gestantes com PE: mulheres com gestacao Unica, idade gestacional entre 24

e 40 semanas e diagndstico de PE.
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Gestantes normotensas: mulheres com gestacdo Unica, com idade
gestacional entre 24 e 40 semanas, sem diagnéstico de PE ou outras comorbidades

obstétricas ou clinicas.

4.3. Critérios de nao inclusao

Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com excecao de PE,
tais como: gestacdo gemelar, hipertenséo arterial crénica, diabetes, doencas renais,
doencas infecciosas, doencgas autoimunes, ma-formacéo fetal, soro positividade para

HIV e uso de drogas ilicitas e &lcool.

4.4. Colheita de sangue e separacado do plasma

Amostras de sangue (10 ml) foram colhidas, por puncdo venosa, em tubo
estéril contendo 10U/ml de EDTA (BD Vacutainer, Franklin Lakes, EUA). No grupo
de gestantes com PE a colheita foi realizada no momento do diagnéstico da doenga
e no grupo controle, no momento em que foram pareadas pela idade gestacional
com as gestantes pré-eclampticas. O sangue foi centrifugado a 1500 rpm por 10 min,
sendo o plasma obtido armazenado a -80°C até o momento das dosagens de
haptoglobina, HMGB1, HO-1 e das citocinas.

4.5. Determinacéo de proteinaria

A proteinuria em urina de 24 horas foi quantificada por método colorimétrico, no
sistema de automacd@o Technicon RAXT do Laboratério de Andlises Clinicas do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

4.6. Isolamento e cultura de mondcitos

O sangue periférico obtido das gestantes foi colocado em tubo estéril contendo
EDTA (Greiner Bio-one, Americana - Brasil). As células mononucleares foram
obtidas por separacdo em gradiente de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare Bio-
Sciences, Uppsala, Sweden), segundo Peracoli et al. (2011). O anel rico em células

mononucleares foi lavado com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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MO, EUA) por 10 min a 1500 rpm. Apds esses procedimentos, as células foram
ressuspendidas em meio de cultura RPMI para posterior contagem, utilizando-se o
corante Turk 5% (1:1). ApGs contagem, a concentracdo celular foi ajustada para
1x10" PBMCs/ml. Para a separacdo de mondcitos, foi utilizado o kit de Beads
magnéticas por selecdo negativa Pan Monocyte Isolation Kit, Human (Miltenyi
Biotec, Germany) segundo orientacdes do fabricante.

Apds separacdo, os mondcitos obtidos foram contados com solugcdo de Turk
5% (1:1) e a concentracdo celular foi acertada para analise da expressdo dos

receptores de superficie em mondcitos pela técnica de citometria de fluxo.

4.7. Analise da expresséao dos receptores de superficie em mondcitos

A expressao dos receptores de superficie TLR4, CD64, CD163, CD14 e RAGE
foi avaliada ap6s o cultivo dos mondcitos de gestantes com PE e normotensas,
obtidos conforme descrito no item 4.6. A concentragdo celular foi ajustada para
2x10° mondcitos/ml, que foram distribuidas em tubos Falcon para citdmetro (BD
Biosciences). As células foram incubadas com anticorpos BD Biosciences, com 0s
respectivos fluorocromos: anti-CD14 (allophycocyanin - APC), anti-TLR4
(phycoerythrin), anti-CD64 (phycoerythrin) e anti-CD163 (peridininchlorophyll protein
— PerCP-Cy5.5) por 20 min, no escuro, a 4°C. O receptor de superficie RAGE né&o
possui anticorpo de deteccdo conjugado a um fluorocromo para a realizacdo da
citometria. Para sua determinacdo, foi necessario o uso de um anticorpo primario
anti-RAGE (Abcam) e um anticorpo secundario conjugado com fluorocromo Alexa
Fluor 488 (Abcam).

Apdés a marcacdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS/BSA e
centrifugadas novamente por 5 min a 1500rpm. Para cada teste, tubos controles
foram incubados com anticorpos isotipicos especificos para cada fluorocromo (APC,
phycoerythrin, PerCP-Cy 5.5 e Alexa Fluor 488). A aquisicdo de dados foi realizada
no citbmetro de fluxo FACSCanto'™II (BD Biosciences) com software FACSDiva (BD
Biosciences). Foram adquiridos 30.000 eventos por amostra. Visando aperfeicoar a
populacdo de interesse, foram estabelecidos gates com base em parametros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e posteriormente fluorescéncia (FL) de CD14.
A partir desse gate, estabelecido nos mondcitos positivos para CD14, a média de
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intensidade de fluorescéncia (MIF) de TLR4, CD64, CD163 e RAGE foi avaliada. Os

resultados foram analisados no software FlowJo, versédo vX.10.6 (Tree Stars Inc.).

4.7.1. Estratégia de analise fenotipica dos monécitos

Para uma andlise mais refinada do fendtipo dos mondcitos, delineamos
estratégia de gate demonstrada na Figura 2. Inicialmente selecionamos a populacao
de mondcitos baseados nos padrées de FSC x SSC (tamanho e granulosidade,
respectivamente) esperado para a populacdo monocitica (figura 2A). Em seguida
selecionamos a populacdo de Single cells (figura 2B), a fim de excluir células
agregadas e depois fizemos as demais andlises dentro da populacdo CD14+ (figura
2C).
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Figura 2. Estratégia de analise fenotipica dos mondcitos por citometria de fluxo. (A) O gate
mondcitos foi baseado no tamanho e granulosidade da populacdo de interesse. (B) O gate
singlets foi baseado na analise de células Unicas. (C) Dentro desse ultimo, foi criado novo
gate de acordo com a positividade para o marcador CD14, no qual os receptores de
superficie dos mondcitos foram analisados.

4.8. Determinacfes plasmaticas

Para quantificacdo da haptoglobina, HMGB1 e HO-1 e das citocinas IL-10, IL-
18, TGF-B1, TNF-q, IL-6, IL-12p70 e IL-23 no plasma de gestantes portadoras de PE
e NT foram empregados ensaios imunoenzimaticos (ELISA), utilizando-se kits
comerciais (R&D Systems). As reacdes foram desenvolvidas segundo as instrucdes
do fabricante. Limite de sensibilidade dos kits: 0,529 ng/ml-haptoglobina,
0,1 ng/ml-HMGB1, 3,9 pg/ml-IL-10, 3,9 pg/ml-IL-1B, 15,4 pg/mI-TGF-31,15,6 pg/ml-
TNF-a, 0,7 pg/ml-IL-6, 5,0 pg/ml-IL-12p70 e 6,8 pg/ml-IL-23.
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4.9. Anédlise estatistica

Os resultados foram avaliados empregando-se testes paramétricos e nao
paramétricos, segundo o programa estatistico PRISM (Graph Pad, San Diego, CA,
USA). As caracteristicas das gestantes pré-eclampticas e das normotensas foram
analisadas pelo teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney. Para a analise da
expressdo dos receptores de superficie dos mondcitos e das determinacfes
plasméticas utilizou-se o teste t de Student. O nivel de significAncia adotado para

todos os testes empregados foi de 5% (p < 0,05).

5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas da populacédo de estudo

A andlise das caracteristicas das gestantes estudadas mostrou ndo haver
diferenca estatistica entre os grupos de gestantes pré-eclampticas e normotensas
com relacdo aos parametros de idade e idade gestacional. No entanto, os valores de
pressdo arterial sistolica e diastolica, bem como concentracdes de proteindria,
apresentaram-se significativamente elevadas no grupo de gestantes portadoras de
PE em relacdo as gestantes NT (tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de gestantes pré-eclampticas e de normotensas

Parametros Pré-?‘(;léznapsia Norrrr:th%nsas
Idade (anos) 28 (15-40) 28 (18-39)
Idade gestacional (semanas) 36 (28-39) 34 (28-40)
Presséo arterial sistélica (mmHg) 150 (140-180)* 100 (90-110)
Presséo arterial diastolica (mmHQ) 100 (90-110)* 65 (60-70)
Proteinuria 1660 (320-8900)* <300

Resultados expressos em mediana (valores minimo e maximo entre parénteses). *p<0,05
vs. NT (Teste U de Mann-Whitney).
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5.2. Analise da expressédo dos receptores de superficie de mondcitos

A figura 3 mostra a expressao dos receptores de superficie dos mondcitos,
representada pela média de intensidade de fluorescéncia (MIF). Observa-se no
grupo de gestantes com PE aumento significativo da expressdo dos receptores
TLRA4 (figura 3A), RAGE (figura 3B) e CD64 (figura 3C) e diminuigao significativa da
expressdo do receptor CD163 (figura 3D) quando comparados com gestantes

normotensas (NT) correspondentes.
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Figura 3. Expresséo dos receptores de superficie TLR4 (A), RAGE (B), CD64 (C) e CD163 (D) em
mondcitos de gestantes portadoras de PE e de gestantes normotensas (NT). Os resultados estdo
expressos em média + SD da intensidade de fluorescéncia (MIF). *<0,05 vs. NT (teste t de Student).

5.3. Determinacdes plasmaticas

Os resultados das dosagens plasmaticas de haptoglobina, HO-1, IL-10, TGF-
1, HMGB1, TNF-qa, IL-1B, IL-6, IL-12p70 e IL-23 estdo representados nas figuras 4
e 5.

As concentracfes plasmaticas de haptoglobina (figura 4A), HO-1 (figura 4B) e
da citocina anti-inflamatéria IL-10 (figura 4C) apresentaram-se significativamente
menores em gestantes portadoras de PE em relagéo ao grupo de gestantes NT. No
entanto, os niveis de TGF-B1 (figura 4D) foram significativamente maiores no grupo

PE quando comparados ao grupo de gestantes NT.
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Figura 4. Concentragdo plasmatica de haptoglobina (A), HO-1 (B), IL-10 (C) e TGF-p1 (D) em
gestantes portadoras de PE e gestantes NT. Os resultados estdo expressos em média + SD. *<0,05
vs. NT (teste t de Student).

Com relacdo as dosagens plasméticas das citocinas inflamatérias HMGB1
(figura 5A), TNF-a (figura 5B), IL-1B (figura 5C) e IL-6 (figura 5D) as gestantes
portadoras de PE apresentam concentracdes significativamente maiores em relacéo
ao grupo de gestantes NT. Por outro lado, as concentragdes de IL-12 (figura 5E) e

IL-23 (figura 5F) foram semelhantes nos dois grupos de gestantes estudadas.
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Figura 5. Concentrag6es plasmaticas de HMGB1 (A), TNF-a (B), IL-1B (C), IL-6 (D), IL-12 (E) e de IL-
23 (F) de gestantes portadoras de PE e de gestantes NT. Os resultados estdo expressos em média +
SD. * p<0,05 vs. NT (teste t de Student).
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram que mondcitos de gestantes
portadoras de PE estdo endogenamente ativados e polarizados para o perfil
inflamatorio M1, apresentando expressdo aumentada de CD64, TLR4 e RAGE e
diminuida do receptor CD163, marcador caracteristico de mondcitos com perfil anti-
inflamatério M2. Encontramos ainda concentragcdes aumentadas das citocinas TNF-
a, IL-1B, IL-6, HMGB1 e TGF-B e diminuidas de moléculas anti-inflamatorias IL-10 e
HO-1 no plasma de gestantes portadoras de PE. Esses resultados confirmam
evidéncias anteriores que relatam producdo exacerbada de citocinas inflamatdérias e
o desequilibrio entre moléculas pr6 e anti-inflamatoérias, responséveis pelo dano
vascular e pela reacao inflamatéria sistémica observada na PE (Sharma et al., 2011,
Peracoli et al., 2013; Raghupathy, 2013; Aggarwal et al., 2019).

A expresséao significativamente elevada dos receptores TLR4, CD64 e RAGE
na superficie de mondcitos de gestantes pré-eclampticas demonstrada neste
trabalho, sugerem que a presenca das DAMPSs, representadas por moléculas como
HMGB1, pode criar um microambiente inflamatério e levar a polarizacdo dessas
células para o perfil M1, resultando no aumento da producéo de radicais livres e de
citocinas inflamatorias. Estudos anteriores mostraram que HMGB1 induz a
polarizacdo de macrofagos para o fenotipo M1 na miocardite autoimune
experimental, que pode ser revertida com o tratamento com anticorpo monoclonal
anti-HMGB1 (Su et al.,, 2016). A literatura relata em gestantes pré-eclampticas
aumento da expressao do receptor TLR4 em mondcitos do sangue periférico (Al-ofi
et al., 2012; Medeiros et al., 2014; Chen et al., 2015), em neutréfilos (Xie et al.,
2010), em células mononucleares do cordao umbilical (Xia et al., 2010) e na placenta
(Bernardi et al., 2012), sugerindo que este receptor e sua via de sinalizacéo
contribuem para a patogénese da PE (Abrahams et al., 2005). Recentemente,
demonstramos que a via TLR4/MyD88/NF-kB encontra-se endogenamente ativada
em mondcitos de gestantes portadoras de PE, associada a maior producéo de IL-1p3,
IL-18 e TNF-a (Matias et al., 2019). Essa ativacdo parece estar relacionada a
presenca de concentracdes elevadas de DAMPs como &cido urico, hialurona de
baixo peso molecular, HMGB1 e Hsp70 no plasma dessas gestantes (Kim et al.,
2005; Naruse et al., 2012; Peracoli et al., 2013; Matias et al., 2015; Roméao-Veiga et
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al., 2018) e contribuem para o desenvolvimento e manutencdo da inflamacao
sistémica da PE (Zhu et al., 2015; Matias et al., 2019).

CD64 € um receptor presente na membrana de granuldcitos e mondcitos,
reconhecido pela sua alta capacidade de interagir com a por¢cdo Fc de IgG e pela
participacdo em processos como fagocitose e liberacdo de citocinas inflamatérias IL-
1, IL-6 e TNF-a (Gervasi et al., 2002). A expresséo elevada desse receptor na
superficie de mondcitos tem sido relatada em complicacdes gestacionais como
infeccbes maternas (Naccasha et al., 2001), parto prematuro espontadneo e em
casos de rotura prematura de membrana (Gervasi et al., 2001; 2002). Além disso, a
expressdo elevada de CD64 em mondcitos circulantes foi detectada em pacientes
com dengue (Naranjo-Gomez et al., 2019) e lupus eritematoso sistémico (Kikuchi-
Taura et al., 2015) e pode ser considerada um biomarcador para avaliacdo de
atividade em doencas inflamatorias sistémicas (Shimizu et al., 2018).

No presente trabalho, a comparacdo entre gestantes pré-eclampticas e
normotensas mostrou expressao significativamente elevada de RAGE na superficie
dos mondcitos de gestantes com PE associada a alta concentracdo plasmatica de
HMGB1. O HMGB1 é uma citocina com potente atividade inflamatéria e quando
liberado por células necroéticas € considerado um “sinal de perigo” ou DAMP (Wang
et al., 2004; Holmlund et al., 2007; Anderson & Tracey, 2011; Yang et al., 2016).
Nossos resultados concordam com os de diversos autores que relataram
concentracdo enddgena elevada de HMGBL1 na circulacdo de gestantes portadoras
de PE (Naruse et al.,, 2012; Zhu et al., 2015; Romé&o-Veiga et al., 2018; Li et al.,
2018), sugerindo o envolvimento dessa molécula na resposta inflamatoria
exacerbada presente nessa sindrome. Essa citocina, em altas concentracdes, atua
como ligante de RAGE, induzindo aumento da sua expressdo nos tecidos
(Ramasamy et al., 2009). Esse receptor foi descrito em células placentarias e em
tecidos vasculares de gestantes pré-eclampticas (Cooke et al., 2003; Chekir et
al.,2006) e, uma vez ativado transmite sinais para a célula a fim de ativar a producéo
de citocinas pro-inflamatorias, contribuindo para manutengdo de um microambiente
inflamatorio (Lin et al., 2009). O tratamento de explantes placentarios com soro de
gestantes pré-eclampticas leva ao aumento da expressao de HMGB1 no citoplasma
do sinciciotrofoblasto e da expressdo de RAGE nas células endoteliais. Assim, a

presenca de HMGB1 em debris do trofoblasto, principalmente originados de células

37



necroticas, pode ser considerada um dos fatores toxicos liberados pela placenta na
PE, responsavel pela disfuncéo endotelial (Shao et al., 2016). Akasaka et al. (2019),
avaliando o mecanismo envolvido na inducdo de inflamacdo do tecido adiposo na
PE demonstraram que a adicdo de soro de gestantes pré-eclampticas em cultura
primaria de adipocitos humanos SW872 induz a expressdo de RNAm para IL-6,
quimiocina CCL2, HMGB1 e RAGE. Resultados semelhantes foram obtidos com a
adicao de ligantes de RAGE, tais como AGE e HMGB1 aos adipécitos. O tratamento
das culturas de adipécitos com RNA de interferéncia para RAGE (SiRAGE) anulou os
efeitos de AGE e HMGB1 sobre essas células. De acordo com os autores, 0s
resultados sugerem que niveis séricos elevados de HMGB1 em gestantes pré-
eclampticas induzem expressdo aumentada de IL-6 pela via RAGE/NF-kB/IL-6,
levando a inflamacéo sistémica na PE.

Em nosso estudo, detectamos concentracdes plasmaticas elevadas das
citocinas TNF-a, IL-183, IL-6, HMGB1 e TGF-B1 e diminuigdo de IL-10 em gestantes
portadores de PE. Esses resultados confirmam evidéncias anteriores relatando que
o aumento de citocinas pro-inflamatorias e reducdo de IL-10 na circulacdo de
gestantes acometidas por PE contribuem para a inflamacao sistémica caracteristica
dessa sindrome (Peracoli et al., 2013; Chen et al., 2015; Ribeiro et al., 2017; Nunes
et al., 2019). Eghbal-Fard e colaboradores (2019) demonstraram ainda niveis
aumentados de IL-23 e reduzidos de IL-10 no sobrenadante de PBMC de gestantes
pré-eclampticas, enquanto, Ma e colaboradores (2019) relataram que além da
circulagdo materna, também houve aumento significativo de fatores inflamatorios
como IL-1B, IL-6 e proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) em placenta de
gestantes acometidas por PE.

Citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo sdo essenciais para a
manutencdo de uma gestacdo normal, participando dos processos de invasao
trofoblastica, diferenciacdo celular, adaptacéo vascular e até mesmo no trabalho de
parto (Barrera et al., 2015; Yockey & Iwasaki, 2018). Em nosso estudo, as
concentracbes elevadas de TGF-B1 no plasma das gestantes pré-eclampticas
poderiam estar associadas a ligacdo das DAMPs com o receptor RAGE, que apos
ser ativado estimula a producdo de TGF-B (Schaefer L, 2014). Além disso, pode
estar associado ao aumento enddégeno de IL-6 nessas gestantes e com os efeitos

pro-inflamatoérios exercidos pela citocina TGF-B1 na presenga de IL-6. Resultados
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similares foram obtidos em trabalho de nosso grupo, demonstrando que niveis
significativamente aumentados de TGF-f1 em gestantes portadoras de PE se
associaram com o0s nhiveis elevados de IL-6 e com a polarizacdo de subpopulacdes
de linfocitos T para o perfil inflamatoério Th17 (Ribeiro et al., 2017).

Nosso trabalho demonstrou que os niveis plasmaticos de haptoglobina e HO-1
estdo significativamente diminuidos em gestantes portadoras de PE. A haptoglobina,
proteina de fase aguda produzida pelos hepatdcitos, é caracterizada por sua
capacidade de interagir com hemoglobina livre decorrente de processos de hemalise
(Schaer et al., 2006), formando complexos que s&o removidos da circulagédo por
endocitose, via receptor CD163, presente na superficie de mondcitos e macréfagos
(Yang et al., 2016). Assim, receptores CD163 “scavenger” foram inicialmente
reconhecidos pela sua capacidade de remocdo de complexos haptoglobina-
hemoglobina da circulagdo e por suas propriedades anti-inflamatérias e
imunorregulatérias (Kristiansen et al., 2001; Weaver et al., 2006; Van Gorp et al.,
2010; Akila et al., 2012). Mais tarde, foi descrito, em modelo experimental de sepse,
gue CD163 também pode interagir com complexos formados por haptoglobina-
HMGBL1, induzindo a liberacéo de IL-10 e HO-1 (Yang et al., 2016). Estudos prévios,
avaliando os niveis endégenos de moléculas envolvidas no sistema de eliminagdo
de hemoglobina, também relataram diminuicdo de haptoglobina na circulacdo de
gestantes portadoras de PE (Olsson et al.,, 2010; Gram et al., 2015). Os baixos
niveis plasmaticos de haptoglobina na PE podem refletir o consumo dessa proteina
pela alta concentracdo de hemoglobina livre e HMGB1. Esse excesso de
hemoglobina ndo removida pode sofrer reacdo de auto-oxidagdo, resultando na
formacdo de metahemoglobina e reativos intermediarios do oxigénio, responsaveis
por inducéo de estresse oxidativo na PE (Gram et al., 2015).

HO-1 € uma enzima com efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes, produzida
juntamente com a citocina IL-10 durante processos de remocdo de complexos
(Kristiansen et al.,, 2001; Yang et al., 2017). Nossos resultados mostraram
concentracdes diminuidas de HO-1 no plasma de gestantes com PE, corroborando
com relatos da literatura (Anderson et al., 2018). A deficiéncia de HO-1 detectada no
presente estudo poderia estar relacionada com a expressdo significativamente
reduzida do receptor CD163 na superficie de mondcitos e com 0s niveis endégenos

diminuidos de haptoglobina e IL-10 em gestantes pré-eclampticas, contribuindo para
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a inflamacao sistémica caracteristica dessa patologia. Assim, a menor expresséo de
CD163 por mondcitos, associada a menor concentracdo de IL-10 e HO-1 e maior
concentracdo de TNF-a, IL-1B8, IL-6 e HMGB1 no plasma de gestantes pré-
eclampticas indica que essas células estdo endogenamente ativadas e diferenciadas
para o fendtipo M1. Esses resultados confirmam evidéncias anteriores que relataram
expressao reduzida de CD163 em mondcitos de gestantes pré-eclampticas e niveis
plasmaticos diminuidos de sua forma solavel (SCD163) (Medeiros et al., 2014;
Nunes et al., 2019). Ademais, segundo alguns autores, a expressdo de CD163 é
regulada negativamente por citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1B e
positivamente por IL-10 (Buechler et al., 2000; Buechler et al., 2013).

Em conjunto, os resultados apresentados neste estudo demonstram a
presenca de um desequilibrio entre moléculas pr6 e anti-inflamatérias na circulacao
de gestantes portadoras de PE. Esses achados sugerem que a presenca do
microambiente inflamatério, gerado pela presenca preferencial das citocinas
inflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6 e HMGBJ1, caracteristicas desta patologia, leva a
polarizacdo de mondcitos para o fenotipo M1 com expressdo aumentada de
marcadores inflamatérios TLR4, CD64 e RAGE, contribuindo com a manutencao da
resposta inflamatéria sistémica na PE. Em contrapartida, a menor expressao de
CD163 e os niveis diminuidos de haptoglobina, IL-10, HO-1 em mondcitos dessas
gestantes sugerem deficiéncia nos mecanismos capazes de corrigir o intenso
processo inflamatorio presente na PE.

Estudos futuros, avaliando o processo de endocitose de complexos
haptoglobina-HMGB1 por receptores CD163 de mondcitos de gestantes preé-
eclampticas e normotensas, além da producdo de IL-10 e HO-1 por essas células
permitira melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na polarizacdo de

monocitos M1 na PE e na inflamacéo sistémica exacerbada dessa patologia.
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8. ANEXOS
8.1. Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012
(Participante maior de 18 anos)

CONVIDO, a senhora para participar do

Projeto de Pesquisa intitulado “Envolvimento de haptoglobina, HMGB1 e receptor CD163 de
mondcitos na resposta inflamatoria sistémica de gestantes portadoras de pré-eclampsia”
que sera desenvolvido por mim, Amanda Carreira Devides (Farmacéutica), com orientacdo
do Médico e Professor José Carlos Peracoli da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP.

Estamos estudando a pré-eclampsia. Para que possamos ter um resultado nesse momento
precisamos coletar 10 ml do seu sangue que serdo utilizados para experimentos
imunoldgicos relacionados a doenca. O risco com a coleta de sangue sera a picadinha da
agulha e uma manchinha roxa que desaparecera bem rapidamente.

Informamos que o material biolégico colhido da Senhora, ndo serd usado em sua totalidade
e parte dele ser4 armazenada na Faculdade de Medicina. Para reutilizacdo desse material
sera escrito um novo projeto de pesquisa, com um novo termo de consentimento para que
para a senhora assine nova autorizagéo para utilizacdo desse material.

Fui informada que néo terei beneficios diretos com a pesquisa, mas que o resultado desse
exame podera ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obté-lo. Fui informada
também que eu posso, a qualquer momento, esclarecer duvidas e desistir de participar da
pesquisa, sem prejuizo do atendimento médico que necessitar €, que meu nome nao
aparecera quando os resultados forem divulgados.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o
qual 01 via sera entregue a Senhora devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada e
mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos ap0s o término da pesquisa.
Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira
das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n°® em Rubido Janior —
Botucatu - S0 Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores estado abaixo descritos.
Apo6s terem sido sanadas todas minhas davidas a respeito deste estudo, CONCORDO EM
PARTICIPAR de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus dados estarao

resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que
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os resultados desse estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas, sem no entanto,
gque minha identidade seja revelada.

Botucatu, [

Pesquisador Participante da Pesquisa

Pesquisadores:

Amanda Carreira Devides — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431 amandac_devides@hotmail.com

José Carlos Peracoli — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina
Botucatu — UNESP
Fone: (14) 3880-1015 peracoli@fmb.unesp.br

Maria Terezinha S. Peracoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu — UNESP
Fone: (14)3880-0430 peracoli@ibb.unesp.br

Mariana Roméao Veiga — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431 maromaol4@gmail.com
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8.2. Anexo 2

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012

(Para menores entre 12 a 17 anos/11meses e 29 dias)

CONVIDO, vocé para participar do

Projeto de Pesquisa intitulado “Envolvimento de haptoglobina, HMGB1 e receptor CD163 de
mondcitos na resposta inflamatoria sistémica de gestantes portadoras de pré-eclampsia’
que sera desenvolvido por mim, Amanda Carreira Devides (Farmacéutica), com orientacédo
do Médico e Professor José Carlos Peracoli da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP.

Caso concorde em patrticipar da pesquisa vocé devera assinar este Termo de Assentimento
e seu Representante Legal assinara o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para
participantes de pesquisa entre 11 a 17 anos/11/meses e 29 dias

Estamos estudando a pré-eclampsia. Para que possamos ter um resultado nesse momento
precisamos coletar 10 ml do seu sangue, que serdo utilizados para experimentos
imunologicos relacionados a doenga. O risco com a coleta de sangue sera a picadinha da
agulha e uma manchinha roxa que desaparecera bem rapidamente.

Informamos que o seu material biolégico colhido ndo sera usado em sua totalidade e parte
dele ser4 armazenada na Faculdade de Medicina. Para reutilizacdo desse material sera
escrito um novo projeto de pesquisa, com um novo termo de consentimento para que para a
senhora assine nova autorizagéo para utilizacdo desse material.

Fui informada que néo terei beneficios diretos com a pesquisa, mas que o resultado desse
exame podera ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obté-lo. Fui informada
também que eu posso, a qualquer momento, esclarecer duvidas e desistir de participar da
pesquisa, sem prejuizo do atendimento médico que necessitar e, que meu nome nao
aparecera quando os resultados forem divulgados.

Fiquei ciente, que a participacdo neste estudo € voluntaria e que mesmo apoés ter dado
consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retirar a qualqguer momento, sem
qualquer prejuizo na continuidade do tratamento, ou qualquer outra atividade em que vocé
esteja participando.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ser& elaborado em 2 vias de igual teor, o
qual 01 via sera entregue a vocé devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada e

mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos ap0s o término da pesquisa.
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Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira
das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n°® em Rubido Janior —
Botucatu - S0 Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos.

ApoOs terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO em
participar de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardos
através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados

desse estudo poderdo ser publicados e revistas cientificas.

Botucatu, [

Pesquisador Participante da Pesquisa

Pesquisadores:

Amanda Carreira Devides — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431 amandac_devides@hotmail.com

José Carlos Peracoli — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina
Botucatu — UNESP
Fone: (14) 3880-1015 peracoli@fmb.unesp.br

Maria Terezinha S. Peragoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu — UNESP
Fone: (14)3880-0430 peracoli@ibb.unesp.br

Mariana Roméao Veiga — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431 maromaol4@gmail.com

OBS: Este Assentimento Livre e Esclarecido deverd vir acompanhado do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido de para participantes de pesquisa de 12 anos a 17

anos/11 meses e 29 dias).
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8.3. Anexo 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012
(Para Responsavel Legal de participantes de 12anos a 17anos/11lmeses e 29

dias)

CONVIDO, o Senhor (a) responsavel pelo menor

para participar do Projeto de Pesquisa intitulado:

“Envolvimento de haptoglobina, HMGB1 e receptor CD163 de mondcitos na resposta
inflamatéria sistémica de gestantes portadoras de pré-eclampsia” que sera desenvolvido por
mim, Amanda Carreira Devides (Farmacéutica),com orientagdo do Médico e Professor José
Carlos Peracoli da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Estamos estudando a pré-eclampsia. Para que possamos ter um resultado nesse momento

precisamos coletar 10 ml do sangue da sua filha , que serdo utilizados para

experimentos imunolégicos relacionados a doenga. O risco com a coleta de sangue sera a
picadinha da agulha e uma manchinha roxa que desaparecera bem rapidamente.
Informamos que o material bioldgico colhido de sua filha ndo serd usado em sua totalidade e
parte dele ser4 armazenada na Faculdade de Medicina. Para reutilizacdo desse material
sera escrito um novo projeto de pesquisa, com um novo termo de consentimento para que
para o (a) senhor (a) assine nova autorizacao para utilizacdo desse material.

Solicito também seu consentimento para consultar o prontuario médico de sua filha, para
coletar outras informacfes la contidas, que possam fornecer subsidios para fazer
comparacao entre o individuo saudavel e em tratamento de doenca.

Fui informada que minha filha ndo ter4 beneficios diretos com a pesquisa, mas que 0
resultado desse exame podera ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obté-lo.
Fui informado (a) também que eu posso, a qualquer momento, esclarecer davidas e desistir
de consentir que ela participe da pesquisa, sem prejuizo do atendimento médico que ela
necessitar e, que o nome dela ndo aparecera quando os resultados forem divulgados.
Informo que a participacdo de sua filha neste estudo é voluntdria e que mesmo apds o
senhor ter dado o consentimento para que ele participe da pesquisa, o senhor poderd retirar
0 consentimento a qualquer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do seu
tratamento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o
qual 01 via sera entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera arquivada

e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.
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Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira
das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chéacara Butignolli s/n® em Rubido Junior —
Botucatu - S0 Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos.

ApoOs terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO na
qualidade de “Representante Legal’ a participagdo de meu (minha) filho(a) de forma
voluntéria, estando ciente que todos os seus dados estardo resguardados através do sigilo
que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo

poderdo ser publicados em revistas cientificas, sem no entanto, que minha identidade seja

revelada.
Botucatu, I/
Pesquisador Representante Legal pelo Participante da Pesquisa

Pesquisadores:

Amanda Carreira Devides — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431 amandac_devides@hotmail.com

José Carlos Peracoli — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina
Botucatu — UNESP
Fone: (14) 3880-1015 peracoli@fmb.unesp.br

Maria Terezinha S. Peracoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu — UNESP
Fone: (14)3880-0430 peracoli@ibb.unesp.br

Mariana Roméo Veiga — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431 maromaol4@gmail.com

OBS: Esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido devera vir acompanhado do Termo
de Assentimento Livre e Esclarecido para participantes de pesquisa de 12 anos a 17

anos/11 meses e 29 dias).
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8.4. Anexo 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012 — GRUPO CONTROLE

CONVIDO, a senhora para participar do

Projeto de Pesquisa intitulado “Envolvimento de haptoglobina, HMGB1 e receptor CD163 de
mondcitos na resposta inflamatéria sistémica de gestantes portadoras de pré-eclampsia’
que sera desenvolvido por mim, Amanda Carreira Devides (Farmacéutica), com orientacédo
do Médico e Professor José Carlos Peracoli da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP.

Sua participacdo nesta pesquisa se dara por ser uma gestante saudavel, sem nenhum tipo
de doenca. Todos os dados que obtivermos com sua participacdo sdo meramente para
compararmos com os dados de outros participantes que possuem a doenga que estamos
estudando.

Estamos estudando a pré-eclampsia. Para que possamos ter um resultado nesse momento
precisamos coletar 10 ml do seu sangue ou um pedaco da placenta apds o parto, que seréo
utilizados para experimentos imunolégicos relacionados a doenca. O risco com a coleta de
sangue serd a picadinha da agulha e uma manchinha roxa que desaparecera bem
rapidamente.

Informamos que o material biolégico colhido da Senhora, ndo ser4 usado em sua totalidade
e parte dele ser4 armazenada na Faculdade de Medicina. Para reutilizacdo desse material
sera escrito um novo projeto de pesquisa, com um novo termo de consentimento para que
para a senhora assine nova autorizagéo para utilizacdo desse material.

Solicito também seu consentimento para levantar seu prontuario médico para coletar outras
informagfes 14 contidas, que possam fornecer subsidios para fazer comparag¢do entre o
individuo saudavel e em tratamento de doenca.

A Senhora ndo ter4d nenhum beneficio em participar desta pesquisa, pois como ja
explicamos seus dados serdo meramente para comparar com os dados de uma pessoa em
tratamento de doenca.

Fique ciente de que sua participacdo neste estudo é voluntaria e que mesmo apoés ter dado
seu consentimento para participar da pesquisa, vocé poderd retird-lo a qualquer momento,

sem qualquer penalidade.
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Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o
qgual 01 via sera entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada
e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.
Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira
das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n°® em Rubido Janior —
Botucatu - S0 Paulo. Os dados de localizacdo dos pesquisadores estdo abaixo descrito:

Apbs terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO EM
PARTICIPAR de forma voluntéria, estando ciente que todos os meus dados estardo
resguardo através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os
resultados desse estudo poderéo ser publicados e revistas cientificas, sem no entanto, que

minha identidade seja revelada.

Botucatu, [

Pesquisador Participante da Pesquisa

Pesquisadores:

Amanda Carreira Devides — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431 amandac_devides@hotmail.com

José Carlos Peracoli — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina
Botucatu — UNESP
Fone: (14) 3880-1015 peracoli@fmb.unesp.br

Maria Terezinha S. Peragoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu — UNESP
Fone: (14)3880-0430 peracoli@ibb.unesp.br

Mariana Romé&o Veiga — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431 maromaol4@gmail.com
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8.5. Anexo 5

PARECER DO CONSELHO DE ETICA EM PESQUISA

~—9  UNESP -FACULDADE DE Gagbgporme
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g vundis s € AT g 304 Etd S PO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Envolvimento de haptoglobina, HMGB1 e receptor CD163 de mondcitos na resposta
inflamatdria sistémica de gestantes portadoras de pré-eclampsia

Pesquisador: José Carlos Peracoli

Area Tematica: Reprodugdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriacédo e fatores que afetam a sautde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa" todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reproducdo Humana que ndo necessita de anélise ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 94262418.0.0000.5411

Instituigdo Proponente: Departamento de Ginecologia e Obstetricia

Patrocinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.809.575

Apresentacao do Projeto:

Pesquisa visando obtencéo de titulo de mestrado - Serdo estudadas 40 gestantes portadoras de PE, sendo
20 com diagnéstico de PE leve e 20 com diagnostico de PE grave, com idade gestacional entre 24 e 40
semanas de gestacdo, que realizarem a assisténcia ao parto na Maternidade do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de

Botucatu — UNESP. O grupo controle sera constituido por 20 gestantes normotensas, pareadas por idade
gestacional com as gestantes hipertensas,e que néo apresentem outras comorbidades.

Coleta de sangue e armazenamento do material em Biobanco. Seréd colhido 10mL de sangue periférico, da
populagdo de estudo, por puncéo venosa, em tubo estéril

contendo 10U/mL de EDTA (BD Vacutainer, Franklin Lakes, EUA). No grupo de gestantes com pré-
eclampsia a colheita sera realizada no momento

do diagnédstico da doenca e no grupo de gestantes normotensas, no momento em que forem pareadas pela
idade gestacional com as gestantes préeclampticas. Com descricdo detalhada do método de anélise no

estudo. Divisédo de 3 grupos no estudo com 20 gestantes em cada grupo.

Enderego: Chacara Butignolli, s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb unesp br
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Continuacdo do Parecer: 2.809.575

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar o envolvimento de haptoglobina, HMGB1 e receptor CD163 na resposta inflamatdria sistémica em
gestantes portadoras de pré-eclampsia.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

No momento da coleta de sangue pode haver dor da picada de agulha, e raramente, formacéo de um
pequeno hematoma no local.

Beneficios:

Os resultados do presente projeto contribuirdo para melhor conhecimento dos mecanismos imunes
envolvidos na fisiopatologia da pré-eclampsia e poderdo no futuro estabelecer estratégias diferentes de
prevencao e tratamento desta patologia obstétrica.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa devidamente delineada e com todos os termos apresentados corretamente, incluindo autorizacéo
para BIORREPOSITORIO.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Apresentados adequadamente.

Recomendacdes:
Adequar cronograma para inicio do estudo apés a aprovacéo deste CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
O projeto de pesquisa encontra-se APROVADO.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagéo do Colegiado em reuniéo ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 06 de agosto de 2018, o projeto encontra-se APROVADO, sem necessidade de envio a
CONEP.

No entanto, informamos que ao final da execucdo da pesquisa, seja enviado o “Relatério Final de
Atividades”, na forma de "Notificacdo”, via sistema Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb_unesp.br

Pégina 02 de 04
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Continuacdo do Parecer: 2.8095
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacac
Informac&es Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS _DO_P | 17/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1168920.pdf 10:03:29
Outros termo_de_anuencia_institucional. pdf 17/07/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito
10:02:57

Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 17/07/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito
10:02:37

Projeto Detalhado / | Projeto_Amanda_Mestrado.pdf 27/06/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito

Brochura 10:24:52

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_responsavel.docx 27/06/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito

Assentimento / 10:23:04

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_maior_de_18_anos.docx 27/06/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito

Assentimento / 10:22:58

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_grupo_controle.docx 27/06/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito

Assentimento / 10:22:52

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de | TALE_menores_de_18_anos.docx 27/06/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito

Assentimento / 10:22:44

Justificativa de

Auséncia

Cronograma Cronograma_Amanda.docx 27/06/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito
10:21:33

Declaracéo de biorrepositorio_Amanda.docx 27/06/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito

Manuseio Material 10:21:20

Biolégico /

Biorepositorio /

Biobanco

Orcamento Orcamento_Amanda.docx 27/06/2018 |José Carlos Peracoli | Aceito
10:21:00

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

CEP:
BOTUCATU

Néo

Enderego: Chacara Butignolli , s/n
Bairro: Rubido Junior

UF: SP Municipio:
Telefone: (14)3880-1609

18.618-970

E-mail:

cep@fmb.unesp.br
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Continuacdo do Parecer: 2.809.575

BOTUCATU, 09 de Agosto de 2018

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli , sin
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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