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RESUMO

Introducéo: Os disturbios hipertensivos da gestacdo constituem uma das principais
causas de mortalidade materna e perinatal em todo o mundo, sendo que a pré-
eclampsia complica 2 a 8% dessas gesta¢cfes. No Brasil, a pré-eclampsia contribui
com um quarto de todos os 6bitos maternos registrados. A reacdo inflamatoria
sistémica exacerbada que ocorre na pré-eclampsia € caracterizada por producéo
excessiva de citocinas pré-inflamatérias como Interleucina-1 (IL-18), IL-6 e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e de quimiocinas, bem como deficiéncia na sintese da
citocina anti-inflamatéria IL-10, importante fator capaz de regular a resposta
inflamatoria. Como manifestacao clinica, a pré-eclampsia pode evoluir para situaces
criticas, diretamente relacionadas com as altas taxas de morbimortalidade materna e
perinatal, que sdo a crise ou emergéncia hipertensiva, a sindrome HELLP e a
eclampsia. A eclampsia, definida pela manifestagéo de crise convulsiva ténico-clénica
generalizada, em gestante com pré-eclampsia, € considerada uma das mais sérias
complicacbes da doenca. Evidéncias na literatura demonstram que o sulfato de
magnésio (MgSO4) é a medicacdo de escolha para prevencdo e tratamento da
eclampsia. Objetivo: Considerando-se a acao terapéutica do MgSOa4 na prevencéo e
tratamento da eclampsia, o presente avaliou o efeito imunomodulador de diferentes
esquemas de sulfato de magnésio administrados por via intravenosa sobre a
concentracéo de citocinas pro- e anti-inflamatérias em gestantes com diagnéstico de
iminéncia de eclampsia ou de eclampsia. Sujeitos e métodos: Foram avaliadas 33
gestantes pré-eclampticas, com diagndstico de iminéncia de eclampsia ou de
eclampsia, em estudo transversal unicego e alocadas segundo os esquemas de
MgSOa4, em dois grupos: esquema de Zuspan (16 gestantes) e esquema de Sibai (17
gestantes). Apés a inclusdo da paciente no estudo coletou-se amostra de sangue
antes da administracdo da dose inicial de cada esquema de MgSQOas, ap0s 24h e 48h
de tratamento, determinando-se as concentracfes séricas de Interleucina (IL)-1 beta
(IL-1B), IL-6, IL-10 e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Os resultados foram
analisados por testes paramétricos ou nao-paramétricos, com nivel de significancia
de 5%. Resultados: O tratamento com MgSOa4, segundo o0 esquema de Zuspan, n&o
alterou as concentragbes de TNF-a nos trés momentos estudados, enquanto o
tratamento com o esquema de Sibai reduziu significativamente esses valores nos
momentos 24h e 48h pos-tratamento. Ambos tratamentos reduziram

significativamente a concentracdo de IL-1 B em comparagdo ao periodo pré-



tratamento. Houve reducgdo significativa da concentracdo de IL-6 apenas no periodo
de 48h do esquema de Zuspan, enquanto no esquema de Sibai os valores dessa
citocina foram significativamente menores tanto apés 24h como 48h. A concentracéo
sérica e IL-10 foi semelhante nos trés momentos do tratamento com o esquema de
Zuspan, enquanto que com o esquema de Sibai houve aumento da concentragéo
dessa citocina no periodo de 48h apds o tratamento. Concluséo: O presente estudo
permite concluir que, em gestantes portadoras de iminéncia de eclampsia ou de
eclampsia, o0 MgSO4 administrado segundo o esquema de Sibai determinou efeito
modulador precoce sobre a producdo de citocinas pro-inflamatérias em relagdo ao
esquema de Zuspan e ativou a producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10,
demonstrando seu papel imunoregulador sobre a resposta inflamatoria sistémica

presente na pré-eclampsia.

Palavras-chave: pré-eclampsia, sulfato de magnésio, citocinas, inflamacao.
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ABSTRACT

Introduction: Hypertensive disorders of pregnancy are one of the main causes of
maternal and perinatal mortality worldwide, with pre-eclampsia complicating 2 to 8%
of these pregnancies. In Brazil, pre-eclampsia contributes to a quarter of all registered
maternal deaths. The exacerbated systemic inflammatory reaction that occurs in
preeclampsia is characterized by excessive production of pro-inflammatory cytokines
such as Interleukin-1 (IL-1B), IL-6 and tumor necrosis factor-a (TNF-a) and
chemokines, as well as deficiency in the synthesis of the anti-inflammatory cytokine IL-
10, an important factor capable of regulating the inflammatory response. As a clinical
manifestation, preeclampsia can evolve into critical situations, directly related to the
high rates of maternal and perinatal morbidity and mortality, which are the hypertensive
crisis or emergency, HELLP syndrome and eclampsia. Eclampsia is defined by the
manifestation of a generalized tonic-clonic seizure crisis in pregnant women with
preeclampsia, and is considered one of the most serious complications of the disease.
Evidence in the literature shows that magnesium sulfate (MgSO4) is the medication of
choice for the prevention and treatment of eclampsia. Objective: Considering the
therapeutic action of MgSO4 in the prevention and treatment of eclampsia, the present
study evaluated the immunomodulatory effect of different intravenous magnesium
sulfate regimens on the concentration of pro-and anti-inflammatory cytokines in
pregnant women diagnosed with imminent eclampsia or eclampsia. Subjects and
methods: 33 preeclamptic pregnant women were diagnosed with imminent eclampsia
or eclampsia, in a single-blind cross-sectional study and allocated according to the
MgSO4 schemes, in two groups: Zuspan scheme (16 pregnant women) and Sibai
scheme (17 pregnant women). After the inclusion of the patient in the study, a blood
sample was collected before the administration of the initial dose of each MgSO4
regimen, after 24h and 48h of treatment, determining the serum concentrations of
Interleukin (IL)-1 beta (IL-1B), IL-6, IL-10 and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a). The
results were analyzed by parametric or non-parametric tests, with a significance level
of 5%. Results: The treatment with MgSO4, according to the Zuspan scheme, did not
change the concentrations of TNF-a in the three moments studied, while the treatment
with the Sibai scheme significantly reduced these values in the 24h and 48h post-
treatment. Both treatments significantly reduced the concentration of IL-1 § compared

to the pre-treatment period. There was a significant reduction in the concentration of
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IL-6 only in the 48h period of the Zuspan regimen, while in the Sibai regimen the values
of this cytokine were significantly lower both after 24h and 48h. The serum
concentration of IL-10 was similar at the three moments of treatment with the Zuspan
regimen, while with the Sibai regimen there was an increase in the concentration of
this cytokine in the 48h period after treatment. Conclusion: The present study allows
us to conclude that, in pregnant women with imminent eclampsia or eclampsia, MgS0O4
administered according to the Sibai scheme determined an early modulatory effect on
the production of pro-inflammatory cytokines compared to the Zuspan scheme, and it
activated the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10, demonstrating its
immunoregulatory role on the systemic inflammatory response present in
preeclampsia.

Keywords: preeclampsia, magnesium sulfate, cytokines, inflammation.
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INTRODUCAO

Os distarbios hipertensivos da gestacdo constituem uma das principais
causas de mortalidade materna e perinatal em todo o mundo, sendo que a pré-
eclampsia complica 2 a 8% dessas gestacoes (Steegers et al., 2010). No Brasil, a pré-
eclampsia contribui com um quarto de todos os 6bitos maternos registrados (Zanette
et al., 2014).

Embora a etiologia da pré-eclampsia permaneca desconhecida e sua
fisiopatologia ainda ndo totalmente elucidada, a hipdtese mais discutida na literatura
enfatiza a ma adaptagcdo da resposta imune e a invasdo inadequada das arteriolas
espiraladas pelo trofoblasto, que resultam em lesdo tecidual causada por
isquemia/hipoxia (Huppertz, 2008) e determinam uma reacéao inflamatéria sistémica,
semelhante a observada na gestacdo normal, porém de maior intensidade (Redman
& Sargent, 2005; Brewster et al., 2008; Tranquilli & Landi, 2010). Assim, esse disturbio
imunologico parece ter sua origem na placenta e contribui para a patogénese da
doenca (Kharfi et al., 2003; Harmon et al., 2016).

A reacdo inflamatoria sistémica exacerbada que ocorre na pré-eclampsia é
caracterizada por producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias como
Interleucina-1 (IL-1B), IL-6 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e de quimiocinas
(Luppi & Deloya, 2006; Szarka et al., 2010; Peracoli et al., 2007; 2013; Raghupathy,
2013; Ribeiro et al., 2017; Romao-Veiga et al., 2020), bem como deficiéncia na sintese
da citocina anti-inflamatéria IL-10, importante fator capaz de regular a resposta
inflamatoria (Cristofalo et al., 2013; Raghupathy, 2013; Aggarwal et al., 2019). A rede
de citocinas envolvidas nos processos relacionados a gestacao € complexa, uma vez
gue esses mediadores podem influenciar, fisiologicamente, mecanismos que atuam
na implantacéo do ovo, na evolucdo da gestacéo e no mecanismo de parto. Essa rede
de citocinas, quando alterada, pode se associar a complicacfes gestacionais como
abortamento, pré-eclampsia e parto prematuro (Orsi & Tribe, 2008).

Na pré-eclampsia, as manifestacfes clinicas e laboratoriais que identificam
essa doenca sdo a associacao de hipertensédo arterial e proteindria apés a 202 semana
de gestacdo, ou na auséncia de proteindria, a manifestacdo de disfungdes maternas
como insuficiéncia renal, envolvimento hepético, complica¢cdes neurologicas ou
hematoldgicas, disfungéo Utero-placentaria e restricdo de crescimento fetal (Brown et
al., 2018; ACOG, 2019). Nesse contexto, a pré-eclampsia pode evoluir para situacdes

criticas, diretamente relacionadas com as altas taxas de morbimortalidade materna e
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perinatal, que sdo a crise ou emergéncia hipertensiva, a sindrome HELLP e a
eclampsia (Peracoli et al., 2019).

A eclampsia é definida pela manifestacdo de uma ou mais crises convulsivas
tbnico-cldnicas generalizadas e/ou coma, em gestante com pré-eclampsia, na
auséncia de doencas neuroldgicas (Sibai et al., 2005), sendo considerada uma das
mais sérias complicacbes da doenca (Bartal & Sibai, 2020; Norwitz, 2021). Pode
ocorrer durante a gestacao, na evolucao do trabalho de parto e até seis semanas apos
o parto (Magley & Hinson, 2020). E comumente precedida pelos sinais e sintomas de
iminéncia de eclampsia, isto €, distarbios do sistema nervoso central (cefaléia
frontal/occipital, torpor, obnubilacdo e alteracbes do comportamento), visuais
(escotomas, fosfenas, fotofobia, visdo embacada e amaurose) e gastricos (nauseas,
vomitos e dor no hipocondrio direito ou no epigastrio) (Magley & Hinson, 2020; Norwitz,
2021).

Apesar dos avancos na compreensdo da pré-eclampsia, a patogénese da
convulsdo pré-eclamptica ndo esta estabelecida, sendo motivo de hipdteses e
mecanismos fisiopatolégicos ndo comprovados (Bartal & Sibai, 2020). Segundo a
literatura, pode ocorrer alteracdo da autorregulacéo da circulacéo cerebral semelhante
a da encefalopatia hipertensiva, causando interrupcdo da barreira hematoenceféalica
com passagem de fluido, ions e proteinas plasmaticas do parénquima cerebral. As
células endoteliais, que revestem as paredes dos capilares da barreira
hematoencefélica, se caracterizam pela presenca de juncbes com falta de
fenestracdes e regulam a passagem paracelular e transcelular de moléculas e solutos
entre 0s vasos cerebrais e o cérebro (Abbott et al., 2010; Marchi et al., 2011; Bergman
et al., 2019). A autorregulacéo do fluxo sanguineo cerebral € mediada e modulada por
meio de controle miogénico, neurogénico, metabdlico ou endotelial (Hamner & Tan,
2014; Armstead, 2016; Jones-Muhammad & Warrington, 2019).

As convulsdes na gestante com pré-eclampsia sdo uma emergéncia meédica
e requerem tratamento imediato para prevenir a mortalidade materna e perinatal. Um
marco histérico, tanto para prevencdo como para o tratamento da convulsdo da
eclampsia foi 0 uso do sulfato de magnésio (MgSQOa4), considerado a medicacéo de
escolha para prevencao e tratamento da eclampsia (Duley et al., 2004; Sibai, 2004;
Duley et al., 2010). Os dois esquemas atualmente recomendados (Zuspan e Pritchard)
sao internacionalmente aceitos como esquemas padrao, pela sua eficacia clinica

comprovada nos dois maiores ensaios clinicos de MgSOas (The Eclampsia Trial
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Collaborative Group, 1995; The Magpie Trial Collaborative Group, 2002) e
recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO-2011). No entanto, a
literatura ndo define, com certeza, se existe diferenca de eficacia relacionada a via de
administracdo do magnésio ou da dose administrada, ficando essa escolha a critério
de cada servico (Pratt et al., 2016). A concentracdo considerada terapéutica minima
de 4,7 mEqg/L foi sugerida com base em observacdes clinicas e laboratoriais de
estudos que nao foram delineados como estudos padrdo de exposicao-resposta
(Eastman & Steptoe, 1945; Pritchard, 1955; Chesley & Tepper, 1957; Sibai et al.,
1984).

Posteriormente, Sibai et al. (1981, 1984) descreveram que, a dose de
manutencdo de 1 g/hora de MgSO4 do esquema de Zuspan ndo € suficiente para
atingir e manter concentracdes terapéuticas e propdem aumentar a concentracéo de
manutencdo para 2 g/hora, em infusdo continua, para atingir as mesmas
concentracfes séricas do tratamento por via intramuscular proposto por Pritchard.
Assim, 0 esquema de Sibai sugere o emprego de dose inicial de 6 g de sulfato de
magnésio, seguida de dose de manutencédo de 2 g/hora, ambas administradas por via
intravenosa (Sibai, 1990).

Segundo a literatura, o desconhecimento de como o0 MgSOsatua é sustentado
por relatos de eficicia clinica entre gestantes pré-eclampticas com concentracfes
séricas menores de magnésio e falha clinica entre aquelas com concentracdes séricas
de magnésio (Aali et al., 2007; Charoenvidhya & Manotaya, 2013), dentro da faixa
terapéutica geralmente aceita (concentracdo minima de magnésio de 4,7 mEg/L).
Embora esses ensaios demonstrem eficacia clinica comparavel entre o esquema
predominantemente intramuscular (Pritchard) e o intravenoso (Zuspan), também
destacam a falta de entendimento sobre a dose minima eficaz para prevencéo e
tratamento da eclampsia. Por outro lado, Saha et al. (2017) demonstraram que, a
administracéo intramuscular de MgSOa € igualmente eficaz e segura em comparacao
com a administracao intravenosa, para o controle e prevencao de convulsbes em

pacientes com eclampsia.

O mecanismo de acdo do sulfato de magnésio na profilaxia e tratamento da
eclampsia permanece pouco conhecido. Segundo Sibai (1990), alguns autores
acreditam que esta acao € principalmente periférica na jungcdo neuromuscular com
minimo ou nenhum efeito central, enquanto outros autores acreditam que a principal

acao é central com efeito minimo sobre o0 bloqueio heuromuscular. Assim, acredita-se
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gue o magnésio atua como um vasodilatador periférico, reduzindo a pressao arterial
sistémica e que protege a barreira hematoencefalica e limita o edema cerebral,
aumentando o limiar de convulsdo por meio de sua interacdo com a membrana celular
[Holcberg et al., 2006; Euser & Cipolla, 2009; Amash et al. 2010a).

Além dos efeitos sobre o sistema nervoso, o sulfato de magnésio apresenta
efeitos anti-inflamatérios. Se por um lado estudos sugerem que, a resposta
inflamatoria sistémica exagerada da pré-eclampsia grave pode aumentar a
sensibilidade as convulsdes, por outro lado, estudos em modelos experimentais e
clinicos mostram que o sulfato de magnésio, usado frequentemente como profilaxia
de convulsbes eclampticas apresentam resultados satisfatorios como agente anti-

inflamatorio.

Os estudos com modelos experimentais de pré-eclampsia mostram que, a
reducdo da neuroinflamacéo pode ser um mecanismo pelo qual o sulfato de magnésio
previne a eclampsia durante a pré-eclampsia grave. Liu et al. (2016) verificaram que,
a pré-eclampsia induzida por lipopolissacaride (LPS) em ratas prenhes causa
inflamagéo sistémica excessiva, promovendo convulsdes e aumento das
concentragdes sistémicas de citocinas pro-inflamatorias. O tratamento com sulfato de
magnésio diminuiu significativamente as concentracées de TNF-a e IL-13, aumentou
o periodo de laténcia para desenvolver a convulsdo e diminuiu sua duragdo. Os
autores concluiram que, o tratamento com sulfato de magnésio reduziu a inflamacéo
sistémica e atenuou a gravidade das crises convulsivas. Em outro estudo, Johnson et
al. (2014) verificaram que, o tratamento com sulfato de magnésio reverteu a
neuroinflamacédo, reduzindo a ativacdo microglial em as ratas que apresentavam
aumento do estado de suscetibilidade as convulsées, potencialmente devido ao
aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica e da neuroinflamacéo. O
tratamento com sulfato de magnésio reverteu esse processo, aumentando o limiar
convulsivo e diminuindo a neuroinflamacéo, sem afetar a permeabilidade da barreira
hematoencefalica.

Além disso, em modelo de eclampsia, o sulfato de magnésio protege contra o
aumento no contetdo de agua do cérebro, prevenindo o edema cerebral induzido por
isquemia placentaria e a sintese de citocinas e quimiocinas no liquido
cefalorraquidiano, apoiando a hipotese de que o sulfato de magnésio oferece
neuroprotecao, reduzindo a hiperexcitabilidade cerebral e morte neuronal (Zhang &

Warrington 2016; Li et al., 2017). Nesse modelo animal Li et al. (2019) mostraram que,
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o tratamento com sulfato de magnésio reduziu efetivamente a ativagdo de astrocitos
e da microglia e promoveu a sobrevivéncia neuronal na regido CA3 do hipocampo,
indicando suas propriedades inibidoras da neuroinflamacdo e do edema.
Recentemente, determinou-se no 7° dia apos o parto, o efeito do sulfato de magnésio
em modelo de pré-eclampsia induzido por LPS em ratas. Como resposta, o sulfato de
magnésio melhorou os resultados maternos e fetais e diminuiu a resposta inflamatoria
materna, por induzir em macréfagos do rim e cérebro, a polarizacdo dessas células
com perfil inflamatério (M1) para perfil anti-inflamatério (M2). Esses achados
confirmam que a fisiopatologia da pré-eclampsia envolve a desregulacao da resposta
inflamatoria e a ativacdo de macrofagos M1 em varios érgéos-alvo durante a prenhez
de ratas e que o tratamento com sulfato de magnésio atenua os efeitos pds-parto da
pré-eclampsia (Li et al. (2021).

O sulfato de magnésio também exerce efeitos protetores no territério da
placenta. Em mulheres portadoras de pré-eclampsia precoce, que se manifesta antes
de 34 semanas de gestacdo, verificamos aumento significativo de citocinas proé-
inflamatorias, associado a menor concentracdo de IL-10 e lesbes placentarias mais
graves, sugerindo o papel da placenta na resposta inflamatoéria sistémica que ocorre
nessa doenca (Weel et al., 2016). Estudos in vitro, empregando sulfato de magnésio
em perfusdo ex-vivo de placentas de gestantes pré-eclampticas mostram que, a
placenta contribui com o aumento sérico de citocinas inflamatérias e que o sulfato de
magnésio reduz a secrecdo aumentada de TNF-a, IL-B e IL-6 na circulacdo materna
placentaria, indicando a possibilidade do efeito terapéutico do sulfato de magnésio
sobre a disfuncdo endotelial materna e melhorando o resultado perinatal (Amash et
al., 2010a, b; 2012).

Enquanto estudos in vitro do efeito modulador do sulfato de magnésio sobre a
producdo de citocinas estdo bem caracterizados, relatos da literatura considerando
seu efeito terapéutico in vivo, sobre a concentracdo sérica de citocinas inflamatérias
em gestantes portadoras de pré-eclampsia sdo escassos. Chen et al. (2015)
demonstraram que, o tratamento de gestantes pré-eclampticas com sulfato de
magnésio e bloqueador de canal de célcio (nifedipina) reduz a concentragéo circulante
de IL-6. Os autores também demonstram que, o sulfato de magnésio inibe in vitro a
ativacdo de células endoteliais estimuladas com IL-6, sugerindo o efeito inibidor do

magnésio sobre a ativagao dessas células.
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Considerando-se 0 contexto acima exposto e ressaltando-se o papel de
substancias imunomoduladoras na fisiopatologia da pré-eclampsia e o reconhecido
efeito terapéutico do sulfato de magnésio na prevencéo e tratamento de complicacdes
dessa doenca, este projeto foi delineado para avaliar o efeito modulador de diferentes
esquemas e concentracdes de sulfato de magnésio intravenosos sobre citocinas pro-
e anti-inflamatorios em gestantes com diagndstico de iminéncia de eclampsia ou de

eclampsia.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

. Avaliar o efeito modulador do magnésio, segundo dois esquemas de MgSOa4

(Esquema de Zuspan e Esquema de Sibai), sobre a resposta inflamatoria sistémica

em gestantes portadoras de iminéncia de eclampsia ou de eclampsia.

Objetivos Especificos
. Determinar as concentracdes séricas de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),

interleucinas 1 beta (IL-1pB), IL-6, IL-10 em trés momentos do tratamento com MgSOa,

segundo os esquemas de Zuspan e de Sibai.
. Determinar o efeito das concentracdes do magnésio sobre as concentracdes de

TNF-aq, IL-1 B, IL-6 e IL-10 em trés momentos do tratamento com MgSOas, segundo 0s

esquemas de Zuspan e de Sibai.

SUJEITOS E METODOS
Desenho do estudo e tamanho da amostra

Foi realizado estudo transversal unicego em gestantes portadoras de pré-
eclampsia, que apresentaram manifestacéo clinica de iminéncia de eclampsia ou de
eclampsia.

O tamanho amostral foi calculado, considerando-se a diferenca de médias entre
IL-1B e TNF-a para gestantes portadoras de pré-eclampsia, 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 e

de TNF- a o tamanho amostral foi de, no minimo 16 individuos no grupo.
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Selecé&o dos sujeitos
Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo 33 gestantes portadoras de pré-eclampsia, que
receberam assisténcia clinica para tratamento de iminéncia de eclampsia ou de
eclampsia, na Maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — Unesp (HC-FMB-Unesp). As gestantes foram alocadas segundo os
esquemas de MgSOa4, em dois grupos: esquema de Zuspan (16 gestantes) e esquema

de Sibai (17 gestantes).

Critérios de excluséo

. Gestantes com crises convulsivas de etiologia neuroldgica;

. Gestantes com insuficiéncia renal (creatinina maior que 1,2 mg/dL e uréia maior que

40 mg/dL).
Processo de randomizacao

Ap0s a assinatura do termo de Consentimento Livre e Esclarecido, a alocagéo
dos sujeitos da pesquisa para o tratamento do estudo (Esquema de Zuspan ou Sibai)
foi gerada por um numero aleatério computadorizado e selado em envelope opaco
numerado sequencialmente por pessoa independente e a sequéncia foi ocultada até
que as intervenc¢des fossem atribuidas. Uma pessoa independente abriu o envelope
opaco e designou participantes aos seus grupos. A equipe de saude que indicou e
administrou o tratamento pertencia a Maternidade do HC-FMB-Unesp e néo teve
nenhum outro envolvimento com o estudo. Apés a randomizacao, as informacdes do

protocolo de pesquisa foram preenchidos pelos autores do estudo.

Variaveis de controle

. ldade materna: foi considerada a idade da mulher, em anos completos, segundo as

faixas etarias: até 19 anos, entre 20 e 35 anos e 35 anos ou mais.

« Etnia; classificadas em brancas e nao brancas.

. Idade gestacional: foi considerada a idade gestacional determinada no momento da

inclusdo no estudo, calculada pela data da Ultima menstruacdo ou exame

ultrassonografico precoce (antes da 20? semana de gestacao).

«Formas de manifestacdo da hipertensdo arterial: foram consideradas as formas -

pré-eclampsia e hipertenséo arterial crénica superposta por pré-eclampsia.
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. Indicac&o do uso do MgSOa: gestante com diagnostico de pré-eclampsia isolada ou

superposta a hipertensdo arterial crénica que manifestou sinais/sintomas de

iminéncia de eclampsia ou de eclampsia.

Variaveis Independentes

« Esquemas de MgS0Oa4: esquema de Zuspan e esquema de Sibai.

«Momento de coleta das amostras de sangue para dosagem do magnésio e das

citocinas: antes do inicio do tratamento, apds 24 horas e 48 horas de tratamento.

Variavel Dependente

. Concentracao sérica de citocinas (TNF-a, IL-1 B, IL-6 e IL-10).

Conceitos (Brown et al., 2018)

» Hipertenséao arterial: identificada pela presenca de pressao arterial sistolica igual ou
maior a 140mmHg e/ou pressao arterial diastolica igual ou maior que 90mmHg.

= Hipertenséo arterial cronica: definida pela presenca de hipertenséo arterial antes da

gestacado ou diagnosticada antes da 202 semana.

» Pré-eclampsia: definida pela presenca de hipertensdo arterial associada a
proteindria, em mulheres previamente normotensas, a partir da 202 semana de
gestacdo ou quando, na auséncia de proteindria manifestou comprometimento
sistémico ou disfuncdo de Orgdos alvos (trombocitopenia, disfuncdo hepética,

insuficiéncia renal, edema pulmonar, iminéncia de eclampsia ou eclampsia).

» Hipertensao arterial crénica superposta por pré-eclampsia: identificada quando a
hipertenséo arterial crénica esteve associada ao aumento significativo de proteinuria
presente antes da 202 semana ou que surgiu apos a 202 semana. Na auséncia de
proteindria quando esteve associada a disfuncdo de érgéos alvos, a partir da 202

semana de gestacéao.

= Eclampsia iminente: identificada pela manifestacido de sinais de comprometimento
do sistema nervoso central (cefaléia frontal, obnubilagéo, torpor e/ou distarbios de
comportamento), distarbios visuais (escotomas, fosfenas, fotofobia, embacamento
da visdo ou amaurose) e dor em regido epigastrica ou no quadrante superior direito

do abdémen.

» Eclampsia: identificada pela manifestacdo de crise convulsiva, desde que excluida

qualquer doenca neurolégica coincidente, como a epilepsia.
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Métodos

Preparo e aplicacdo do sulfato de magnésio

Dose inicial

«Esquema de Zuspan: quatro gramas intravenoso de forma lenta em “bolus”,
preparado adicionando-se 8mL de sulfato de magnésio (MgS0O4.7H20) a 50% a
12mL de soro fisioldgico 0,9%.

« Esquema de Sibai: seis gramas intravenoso de forma lenta em “bolus”, preparado
adicionando-se 12mL de sulfato de magnésio (MgS04.7H20) a 50% a 8mL de soro
fisiologico 0,9%.

Dose de manutencao

«Esquema de Zuspan: 10mL de sulfato de magnésio a 50% adicionado a 490mL de
soro fisiolégico 0,9%, com infusdo continua em bomba de infusdo na velocidade de
100mL/hora (infuséo de 1g por hora).

« Esquema de Sibai: 20mL de sulfato de magnésio a 50% adicionado a 480mL de soro

fisiologico 0,9%, com infusdo continua em bomba de infusdo na velocidade de

100mL/ hora (infusdo de 2g por hora).
Coleta das amostras de sangue

Foi realizada puncdo venosa Unica com cateter descartavel intravenoso
periférico, com asas e tubo de extensdo em poliuretana (BD-Saf-T-Intima™), através
do qual foram colhidas as amostras de sangue em seringa de plastico descartavel
sem heparina. Em seguida o sangue colhido foi colocado em tubo de 5mL, sem
anticoagulante e com gel separador (BD-Vacutainer™). Toda coleta foi realizada no

membro superior contralateral ao da administracao do sulfato de magnésio.

As amostras de sangue foram colhidas antes do inicio da administracdo da
dose inicial de cada esquema de sulfato de magnésio, 24 horas e 48 horas apos o
inicio da administracdo da dose inicial de cada esquema de sulfato de magnésio. O
sangue periférico foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 min e o soro obtido foi

armazenado a -80C até o momento da dosagem das citocinas.

Preparo das amostras de sangue para dosagem de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10.

Para quantificacdo das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10 no soro foram

utilizados kits comerciais Quantikine ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
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As reacOes foram desenvolvidas segundo as instrucdes do fabricante e descritas

conforme a técnica abaixo.

Em placa de 96 orificios e fundo plano (MaxiSorp-Nunc Life Tech. Inc.,
Maryland, MA, USA), previamente sensibilizada com anticorpo monoclonal anti-TNF-
a, IL-1p, IL-6 e IL-10 adicionaram-se 100uL do soro das gestantes ou das citocinas
recombinantes. Apds 2h de incubacéo a temperatura ambiente a placa foi lavada por
qguatro vezes com solucdo tampéo e em seguida incubada com 100uL de anticorpo
revelador policlonal anti-citocinas, seguido de incubag¢do por 2h a temperatura
ambiente. A placa foi lavada novamente e adicionados 100uL de estreptoavidina
conjugada com peroxidase na concentragdo de 2ug/mL por 20 min a 37°C, seguida
de nova lavagem com PBST. Apos esse periodo foram adicionados 50uL do substrato
enzimatico, constituido por solucbes estabilizadoras de peréxido de hidrogénio e de
tetrametilbenzidina (DY999 — R&D Systems). A placa foi entdo incubada a
temperatura ambiente ao abrigo da luz, por 20min e a reacao bloqueada pela adicdo
de 50uL de acido sulfurico 2M. A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA
(Multiskan EFLAB, Helsinki, Finland) com comprimento de onda de 450nm. As
concentragbes de TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10 foram calculadas a partir das curvas-
padrao realizadas com as diferentes citocinas recombinantes humanas. Nos ensaios,
as concentracdes dos anticorpos monoclonais e policlonais, bem como das citocinas
recombinantes especificas, utilizadas nas curvas-padrao, foram recomendadas pelo

fabricante (R&D Systems).
Instrumento para coleta de dados
Todos os dados obtidos foram anotados no instrumento para coleta de dados.

Analise estatistica
Os resultados foram avaliados por testes nao-paramétricos, segundo o
programa estatistico PRISM (Graph Pad, San Diego, CA, USA). O nivel de

significancia adotado para todos os testes empregados foi de 5% (p < 0,05).
Aspectos éticos

Durante a realizacdo do presente estudo foram cumpridos os principios
enunciados na Declaracdo de Helsinki®®?. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (protocolo no.
CAAE:24799113.5.0000.5411). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi
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elaborado de acordo com o Item IV da Resolugédo n°® 466 do Conselho Nacional de

Saude.

RESULTADOS
As caracteristicas demograficas e obstétricas da populacdo estudada

encontram-se na Tabela 1.

Entre as caracteristicas demograficas, aspectos quanto idade e etnia néao
diferenciaram os grupos estudados, predominando a faixa etaria entre 20 e 35 anos e
a etnia branca (Zuspan: 75% vs Sibai: 70,6%). Entre as caracteristicas obstétricas
houve predominio de multiparas no grupo Zuspan (62,5% vs 37,5%) sem diferenca
entre nuliparas e multiparas (47,1% vs 52,9%) no grupo Sibai. No grupo Zuspan
predominaram gestacdes a termo (62,5% vs 37,5%) e no grupo Sibai ndo houve
diferenca entre gestacédo a termo (47,1%) e pré-termo (52,9%). Quanto ao tipo de
manifestacdo da pré-eclampsia, no grupo Sibai todas as gestacdes evoluiram com
manifestacdo de pré-eclampsia isolada e no grupo Zuspan 87,5% evoluiram com
manifestacdo de pré-eclampsia isolada e 12,5% com manifestacdo de hipertenséo
arterial crénica superposta por pré-eclampsia.
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Tabela 1. Numero e percentagem das caracteristicas demograficas e obstétricas da

populacao estudada, segundo os esquemas de MgSOa4 (Zuspan e Sibai).

Zuspan Sibai
Caracteristicas n: 16 n: 17 p
Idade (anos) 26 (15-38) 24 (17-43) 0,7186"
Etnia 0,6330*
Branca 12 (75,0) 12 (70,6)
N&o Branca 04 (25,0) 05 (29,4)
Paridade 0,2002*
Nulipara 06 (37,5) 08 (47,1)
Multipara 10 (62,5) 09 (52,9)
Idade gestacional 0,0465*
(sem.) 06 (37,5) 09 (52,9)
<37 10 (62,5) 08 (47,1)
=37
Tipo de HA 0,003*
Pré-eclampsia 14 (87,5) 17 (100)
HAC+PE 02 (12,5)

HA: Hipertenséao arterial
HAC+PE: Hipertensao arterial crénica sobreposta por pré-eclampsia

# teste U de Mann-Whitney; * teste Qui-quadrado

Determinacao de citocinas pro e anti-inflamatérias no soro das gestantes

A Figura 1 compara o efeito do tratamento de gestantes portadoras de pré-
eclampsia grave com dois esquemas de MgSOa4 sobre as concentracdes séricas de
TNF-a. Observa-se que o tratamento com o esquema de Zuspan nao alterou as
concentracfes de TNF-a nos trés momentos estudados, enquanto o tratamento com
0 esquema de Sibai determinou reducéo significativa na concentracdo de TNF-a nos
momentos 24h e 48h em comparacdo ao momento pré-tratamento (0 h). Ndo se
observaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de gestantes
pré-eclampticas tratadas com os dois esquemas de MgSOs com relacdo as

concentragdes de TNF-a nos trés periodos estudados.
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Figura 1. Concentracdes de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no soro de gestantes
portadoras de pré-eclampsia, submetidas ao tratamento com MgSOa4 segundo os esquemas
de Zuspan e de Sibai. Resultados expressos em mediana (Linha horizontal), quartis 25 e 75

(caixa) e valores minimo e maximo * (p <0.05) vs Oh (teste de Kruskal-Wallis).

Por outro lado, ambos os esquemas de tratamento com MgSO4 induziram
diminuicdo estatisticamente significativa das concentragdes de IL-1 3 nos periodos
24h e 48h, em comparacao ao periodo pré-tratamento (Figura 2). As concentracdes
da citocina no soro das gestantes portadoras de pré-eclampsia foram semelhantes

nos dois grupos, ndo havendo diferencas significativas com relacdo ao tempo de

tratamento.
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Figura 2. Concentragfes de interleucina-1 beta (IL-1B) no soro de gestantes portadoras de
pré-eclampsia, submetidas ao tratamento com MgSOa4 segundo os esquemas de Zuspan e
de Sibai. Resultados expressos em mediana (Linha horizontal), quartis 25 e 75 (caixa) e

valores minimo e maximo * (p <0,05) vs Oh (teste de Kruskal-Wallis).

Na Figura 3 observa-se que o tratamento com o esquema de Zuspan induziu
reducdo estatisticamente significativa da concentracdo sérica de IL-6 apenas no
periodo de 48h ap6s o tratamento, embora haja tendéncia a valores menores no

periodo de 24h de tratamento. A concentracdo de IL-6 no periodo de 48h de
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tratamento foi significativamente menor que no periodo de 24h. Por outro lado, a
concentracdo de IL-6 nas gestantes tratadas com o esquema de Sibai foi
significativamente menor tanto no periodo de 24h quanto de 48h em comparacdo com
0 periodo pré-tratamento. N&o se observaram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de gestantes pré-eclampticas com relacdo as

concentracdes de IL-6 nos trés periodos estudados.
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Figura 3. Concentracdes de interleucina-6 beta (IL-6) no soro de gestantes portadoras de pré-
eclampsia, submetidas ao tratamento com MgSO4 segundo os esquemas de Zuspan e de
Sibai. Resultados expressos em mediana (Linha horizontal), quartis 25 e 75 (caixa) e valores

minimo e maximo * (p <0,05) vs Oh; + (p< 0,05) vs 24h (teste de Kruskal-Wallis).

As concentracdes de IL-10 no soro foram semelhantes nos trés momentos do
estudo em gestantes pré-eclampticas tratadas com o esquema de Zuspan. Porém, o
esquema de Sibai determinou aumento significativo da concentracdo dessa citocina
no periodo de 48h apds o tratamento, em compara¢do aos momentos pré-tratamento
e 24h. (Figura 4). A comparacao entre 0s grupos mostra que os valores de IL-10 foram
significativamente maiores nas gestantes tratadas com o esquema do Sibai do que

nas do grupo Zuspan, no periodo de 48h apdés tratamento (Figura 4).
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Figura 4. Concentracdes de interleucina-10 (IL-10) no soro de gestantes portadoras de pré-
eclampsia, submetidas ao tratamento com MgSO4 segundo os esquemas de Zuspan e de
Sibai. Resultados expressos em mediana (Linha horizontal), quartis 25 e 75 (caixa) e valores
minimo e maximo * (p <0,05) vs Oh; + (p <0,05) vs 24h; @ (p <0,05) vs 48h-Esquema Zuspan
(teste de Kruskal-Wallis).

DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos comparativamente o efeito imunomodulador do
magneésio sobre a resposta inflamatoria sistémica em gestantes portadoras de pré-
eclampsia grave, submetidas ao tratamento com dois esquemas de MgSO4 (Esquema
de Zuspan e Esquema de Sibai). Os resultados mostram que, o tratamento dessas
gestantes com MgSOateve efeito benéfico, resultando em diminuicdo da concentracao
de IL-18 e de IL-6 no soro das gestantes apds a administracdo intravenosa, tanto no
esquema de Zuspan como no de Sibai. A comparacado entre esses dois esquemas
com relacdo as concentracbes de TNF-a mostrou que, apenas o esquema de Sibai
induziu reducéo significativa da concentragdo dessa citocina nos periodos de 24 e 48h
em comparacdo ao momento pré-tratamento. Esse tratamento também determinou
reducao significativa da concentracao de IL-6 apds 24 e 48 h de tratamento, enquanto
0 esquema de Zuspan induziu concentragao significativamente menor de IL-6 apenas
no periodo de 48h de tratamento, ficando essa concentracdo estatisticamente
reduzida em comparacao ao periodo de 24h. Por outro lado, ambos os esquemas de
tratamento com MgSOs induziram diminuicdo estatisticamente significativa da
concentracédo de IL-1 B nos periodos 24h e 48h, em comparagdo ao periodo pré-

tratamento.

O efeito anti-inflamatorio do MgSOa sobre a producdo de citocinas esta de

acordo com relatos prévios da literatura, embora estudos clinicos considerando o
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efeito terapéutico in vivo do MgSOas, sobre a concentracdo sérica de citocinas
inflamatorias em gestantes portadoras de pré-eclampsia, sejam escassos. Xiao et al.
(2012) mostraram que, o tratamento dessas gestantes com MgSOa determina a
reducdo da concentragdo circulante de IL-6, previamente elevada. Além disso, o esse
agente quando associado ao blogueador de canal de calcio (nifedipina) diminuiu
significativamente a concentracdo serica de IL-6 em gestantes pré-eclampticas, além
de inibir, in vitro, a ativacdo e secrecdo de IL-6 por células endoteliais estimuladas

com produtos de necrose de trofoblasto placentario (Chen et al., 2015).

A maioria dos estudos sobre o efeito anti-inflamatorio do MgSO4 foram
realizados in vitro ou empregando modelos experimentais de pré-eclampsia e
eclampsia em ratas. O cultivo in vitro de mondcitos obtidos de sangue de cordao
umbilical na presenca de MgSO4 e de mediadores de ativacdo de receptores da
imunidade inata mostrou que, 0 MgSOa4 diminui significativamente a producao de TNF-
a e IL-6 por meio da reducdo da atividade do fator de transcricdo nuclear NF-kB,
responsavel pela transcricdo e producédo de citocinas inflamatorias. Esses achados
sugerem o efeito imunomodulador do magnésio sobre a imunidade inata, regulando a
producdo de citocinas inflamatorias em neonatos que nasceram prematuros e atuando
como protetor contra paralisia cerebral (Sugimoto et al., 2012). Outros estudos in vitro
relatam o potencial efeito anti-inflamatorio do MgSOa4 apés perfusdo placentaria com
esse farmaco, causando reducéo da secrecao de IL-1, IL-6 e TNF-a por placentas de
gestantes portadoras de pré-eclampsia (Amash et al., 2010a, b; 2012). Suzuki-
Kakisaka et al. (2013) mostraram que mondcitos de neonatos pré-termo e a linhagem
celular de mondcitos humanos THP1 estimulados com LPS apresentam reducéo da
secrecao de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a apos tratamento in vitro com MgSOas. Assim,
segundo a literatura, o tratamento com MgSOs pode determinar aumento da
concentracdo do ion magnésio intracelular, reduzindo a producdo de citocinas
inflamatorias e atuando como mecanismo importante para prevenir paralisia cerebral,
eclampsia e parto prematuro (Suzuki-Kakisaka et al., 2013; Saha et al., 2017; Chollat
et al., 2019).

O efeito do tratamento com MgSOas, em modelos experimentais de pré-
eclampsia e eclampsia, induzidas em ratas por inoculagdo de LPS ou isquemia
placentaria, mostrou que esse agente tem papel neuroprotetor sobre convulsoes,
diminuindo a inflamacdo e edema cerebrais e a concentragdo das citocinas

inflamatorias IL-18 e TNF-a no liquido cefalorraquidiano de animais tratados, a partir
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do 14° dia de prenhez (Zhang et al., 2016; Li et al., 2017, 2019). Estudos sobre o
mecanismo envolvido no efeito imunomodulador do magnésio sobre o sistema imune
sdo recentes. Esse agente € capaz de atenuar a inflamacdo no tecido cerebral,
diminuindo a expresséao de IL-13, TNF-a e caspase-3, induzida por LPS, por seu efeito
regulador sobre as vias de sinalizacdo envolvidas no estrese oxidativo, resposta
inflamatoria e apoptose (Katib et al., 2020). Zhu et al. (2019) mostraram que, 0
magneésio tem papel relevante na homeostase de células endoteliais, sendo seu
emprego efetivo no tratamento da disfuncdo vascular. Segundo os autores, ao entrar
nas células esse ion reduz a producdo de citocinas inflamatérias por inibicdo da
fosforilacdo e translocacao do fator de transcricdo nuclear NF-kB, regulando assim, a
producdo de TNF-a, IL-1p e de reativos intermediarios do oxigénio, que induzem

estresse oxidativo.

Nosso estudo mostrou que, gestantes pré-eclampticas tratadas com MgSOa
segundo o esquema de Sibai, apresentaram, além da reducdo da concentracao sérica
de IL-1B8, TNF-a e IL-6, aumento da concentracdo de IL-10 no periodo de 48h em
comparacgao ao pré-tratamento. Esses valores foram significativamente maiores do
que o0s observados no momento pré-tratamento e 24h pds-tratamento e,
significativamente mais elevados do que nas gestantes tratadas com o esquema de
Zuspan, avaliadas no periodo de 48h. Zhao et al. (2020) mostram que, gestantes com
hipertensdo induzida pela gestacdo e tratadas com 25% de MgSOs4 por via
intravenosa, associado ou n&ao a nifedipina, apresentam maior concentracao de IL-10
em comparacao a concentracdo antes do tratamento, sugerindo um efeito modulador
positivo do magnésio sobre a producdo dessa citocina anti-inflamatéria. Nossos
resultados podem ser explicados pelos efeitos da maior concentragcdo de magnésio
nas gestantes tratadas segundo o esquema de Sibai. Em estudo anterior, Batista et
al. (2016) avaliaram a concentracdo sérica de magnésio em gestantes com pré-
eclampsia, submetidas aos esquemas de Zuspan ou de Sibai em nove momentos:
antes do tratamento e apés 15, 30, 60 e 90min e 2h, 4h, 12h e 24h de tratamento. Os
resultados demonstraram que, em todos os momentos estudados, a média da
concentracdo sérica do ion magnésio nas gestantes do esquema de Sibai foi
significativamente maior do que nas gestantes do esquema de Zuspan e que, em

nenhum momento a concentracado de magnésio determinou efeitos toxicos.

O efeito da maior concentracdo do MgSOa0, induzindo maior concentracao de

IL-10 nas gestantes tratadas com o esquema de Sibai, ressalta seu papel anti-
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inflamat6rio e imunomodulador em gestantes portadoras de pré-eclampsia grave. A
concentracdo sérica de IL-10 esta significativamente diminuida em gestantes
portadoras de pré-eclampsia, principalmente nos casos graves (Peracoli et al., 2013)
em comparagdo com a de gestantes normotensas (Cristofalo et al., 2013; Ribeiro et
al., 2017; Agarwal et al., 2019), mostrando que a menor producao de IL-10 contribui
para a inflamacao sistémica, caracteristica da pré-eclampsia. Na gestacdo normal
detecta-se maior concentracdo de IL-10, mostrando que essa citocina tem papel
importante na manutencdo de uma gestacdo saudavel. A predominancia de IL-10
sobre a producgéo de TNF-a, que ocorre durante a gestagdo normal, tem a finalidade
de minimizar o desenvolvimento e os efeitos deletérios de uma resposta inflamatoria
excessiva, que se instala na pré-eclampsia (Ribeiro et al., 2017). Assim, o presente
estudo corrobora a acéo clinica do sulfato de magnésio na protecdo materna frente a
sinais de iminéncia de eclampsia e de eclampsia, determinada pelo efeito
imunomodulador do magnésio ao diminuir a producédo de citocinas inflamatérias e
aumentar a de IL-10 segundo o tratamento com o esquema de Sibai. Portanto, a acédo
imunomoduladora do magnésio, obtida com a dose de manutencdo de dois gramas
de sulfato de magnésio, foi maior que a da dose de um grama no tratamento das

situacdes de iminéncia de eclampsia e de eclampsia.

CONCLUSAO

O presente estudo permite concluir que, em gestantes portadoras de
iminéncia de eclampsia ou de eclampsia o tratamento com MgSOas, segundo o
esquema de Sibai, determinou efeito imunomodulador mais precoce sobre a producéo
de citocinas pré-inflamatérias que o esquema de Zuspan e induziu aumento da
citocina anti-inflamatéria IL-10, demonstrando maior efeito do magnésio sobre a

resposta inflamatdria sistémica, caracteristica da pré-eclampsia.
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