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Prefácio 

A dissertação intitulada “Envolvimento de urato monossódico e 

silibinina na modulação de monócitos de gestantes portadoras de pré-

eclâmpsia” encontra-se dividida em três capítulos. 

Primeiramente, o capítulo I traz uma breve revisão de literatura a 

respeito da patogênese da pré-eclâmpsia e suas manifestações clínicas. 

Essas páginas abordam a classificação das subpopulações de células da 

linhagem monocítica-macrofágica e a importância de uma polarização 

macrofágica adequada para o desenvolvimento de uma gestação saudável. 

Também são rapidamente apresentados o papel de cristais de ácido úrico 

(urato monossódico) no desencadeamento da inflamação estéril presente 

nessa doença e as propriedades da silibinina, que explicam seu grande 

potencial como imunomodulador de monócitos. 

O capítulo II apresenta o manuscrito “Silibinin induces in vitro 

polarization of monocytes from preeclamptic women to M2 profile” fruto do 

projeto de mestrado da aluna. Nesse trabalho, relatamos que o tratamento 

in vitro de monócitos de mulheres portadoras de  pré-eclâmpsia com 

silibinina polariza as células para o perfil M2, sugerindo que esse flavonoide 

tem um efeito imunomodulador sobre a inflamação estéril  característica da 

pré-eclâmpsia. 

 O capítulo III é composto por estudo desenvolvido durante o período 

de Bolsa de Ensino e Pesquisa no Exterior (BEPE-FAPESP) em parceria 

com o Instituto Karolinska (Suécia). O manuscrito intitulado “Silibinin 

attenuates preeclampsia-derived monocytes-induced oxidative stress in 

human endotelial cells” reafirma que a pré-eclâmpsia está associada com 

estresse oxidativo e disfunção endotelial, além de sugerir que o tratamento 

de monócitos com silibinina é capaz de reduzir a peroxidação lipídica, 

apesar de não influenciar na via de sinalização do óxido nítrico em células 

endoteliais de cordão umbilical humano (HUVEC). 



13 
 
 

Fluxograma dos Experimentos 

 
 

Figura 1. Fluxograma de experimentos sintetizando as etapas realizadas no 

Laboratório de Imunologia da Reprodução da UNESP (Botucatu, Brasil) e no período 

de Bolsa de Ensino e Pesquisa no Exterior (BEPE-FAPESP) no Instituto Karolinska 

(Estocolmo, Suécia). 
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NG: não-grávida 
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ONOO-: peróxido de nitrito 

PAMPs: padrões moleculares associados a patógenos 

PBMCs: Células mononucleares do sangue periférico  

PBS: solução salina tamponada (phosphate buffered saline) 

PE: pré-eclâmpsia 
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Pré-eclâmpsia 

A gestação normal é caracterizada por resposta inflamatória 

sistêmica leve, resultante da ativação da imunidade inata, que atua como 

mecanismo protetor do organismo materno contra infecções, uma vez que 

a reatividade da resposta imune específica se encontra ligeiramente 

diminuída (Wegmann et al., 1993; Borzychowski et al., 2006). A adaptação 

materna à gestação requer uma interação proeminente e rigidamente 

controlada entre as imunidades inata e adaptativa, para permitir o 

crescimento e desenvolvimento normais do semi-enxerto fetal (Van Rijn et 

al., 2008).  

A pré-eclâmpsia (PE) é considerada uma síndrome específica da 

gravidez, sendo a principal causa de morbidade e mortalidade em 2 a 10% 

das gestações (ACOG, 2019). Os parâmetros clínicos que identificam o 

aparecimento dessa patologia são hipertensão arterial (PA ≥ 140 x 90 

mmHg) associada ou não à proteinúria (≥ 300 mg/24h) a partir da vigésima 

semana de gestação ou após o parto, em mulheres previamente 

normotensas. Outras disfunções maternas também estão relacionadas com 

PE, como insuficiência renal, comprometimento hepático, complicações 

neurológicas ou hematológicas, disfunção útero-placentária ou restrição de 

crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al., 2016; ACOG, 2019). 

A PE caracteriza-se por intensa reação inflamatória sistêmica, lesão 

endotelial, agregação plaquetária, ativação do sistema de coagulação e 

aumento da resistência vascular generalizada (Roberts, 1998; 

Borzychowski et al., 2006), que parecem contribuir significativamente para 

a fisiopatologia da doença (Redman & Sargent, 2005). Assim, na PE 

observam-se ativação endógena de células inflamatórias como monócitos, 

granulócitos e células endoteliais (Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 

2006; Peraçoli et al., 2011), produção excessiva das citocinas pró-

inflamatórias, interleucina-1 beta (IL-1β), IL-6, IL-8, interferon-gama (IFN-γ) 



20 
 
 

e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (Redman & Sargent, 2003; Luppi & 

Deloia, 2006; Peraçoli et al., 2007; Pinheiro et al., 2013; Raghupathy, 2013), 

bem como por deficiência na produção de citocinas reguladoras, como IL-

10 (Cristofalo et al., 2013; Peraçoli et al., 2013; Aggarwal et al., 2019).  

Na PE, a ativação excessiva de monócitos e granulócitos 

intravasculares, bem como de macrófagos, sugere que a ativação do 

sistema imune inato pode causar problemas na progressão da gestação 

(Lok et al., 2009). Este distúrbio imunológico parece ter sua origem na 

placenta, resultante de lesão tecidual causada por isquemia/hipóxia, 

decorrente da falha de invasão das artérias uterinas pelo trofoblasto fetal 

(Huppertz, 2008). A diminuição da oferta local de oxigênio e nutrientes está 

associada à morte celular aumentada do trofoblasto (Wu et al., 2012), que 

pode resultar na liberação de mediadores de inflamação sistêmica materna 

como IL-6 e TNF-α, aumentando a expressão de moléculas de adesão e 

disfunção endotelial e contribuindo para a patogênese da PE (Kharfi et al., 

2003; Harmon et al., 2016). Esses mediadores, liberados após necrose do 

trofoblasto (Huppertz et al., 2003) incluem DNA fetal, ácido úrico, High 

Mobility Group Box 1 (HMGB1), produtos de matriz extracelular, IL-1α entre 

outros, caem na circulação materna e podem interagir com leucócitos 

circulantes, contribuindo para a intensa resposta inflamatória sistêmica, 

descrita na PE (Redman & Sargent, 2003). Monócitos de gestantes pré-

eclâmpticas apresentam-se endogenamente ativados e liberam 

concentrações significativamente elevadas de TNF-α, IL-1β, IL-18, ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio (Peraçoli et al., 2011, Cristofalo et al., 

2013; Matias et al., 2015). Esses resultados confirmam que a PE é 

caracterizada por estresse oxidativo e que monócitos circulantes podem 

representar importante fonte de radicais livres e citocinas inflamatórias 

nessa patologia. Assim, a resposta inflamatória sistêmica exacerbada, que 

na PE geralmente ocorre na ausência de infecção microbiana, tem sido 

descrita como inflamação estéril (Nadeau-Vallée et al., 2016; Brien et al., 
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2018). Evidências da participação de monócitos nesse tipo de inflamação 

são representadas pela expressão gênica e proteica dos inflamassomas 

NLRP1 e NLRP3 associada à produção exacerbada de IL-1β, IL-18 e TNF-

α por essas células, em gestantes portadoras de PE, que não apresentam 

sinais ou sintomas de infecção microbiana (Matias et al., 2015; 2019; 

Romão-Veiga et al., 2018).  

 

Linhagem monocítica-macrofágica 

 Monócitos e macrófagos são importantes células da imunidade inata 

cujo processo de ativação está intimamente associado ao desenvolvimento 

da PE (Faas et al., 2014; Vishnyakova et al., 2019). Embora o mecanismo 

de ativação de monócitos na PE ainda não esteja totalmente esclarecido, 

uma possivel explicação parece estar relacionada ao fato de que monócitos 

maternos são ativados durante sua passagem pela placenta, uma vez que 

estabelecem contato com citocinas e fatores inflamatórios produzidos pelo 

sinciciotrofoblasto (Weel et al., 2016; Nonn et al., 2019). Citocinas, 

microvesículas e exossomos são liberados pelo sinciciotrofoblasto no 

sangue materno e podem manter o estado de ativação dessas células 

(Sokolov et al., 2016).  

Uma vez infiltrados nos tecidos, monócitos se diferenciam em 

macrófagos, sendo seus precursores (Gordon & Taylor, 2005). Essas 

células estão envolvidas em vários processos como fagocitose, imunidade 

inata e adaptativa, atividade pró- e anti-inflamatória e, dependendo do 

microambiente tecidual onde se encontram, podem ser classificadas em 

duas principais subpopulações celulares que se adaptam e respondem à 

uma grande variedade de sinais: M1 ou classicamente ativados e M2 ou 

alternativamente ativados (Mantovani et al., 2004; 2013, Jena et al., 2019). 

O estado de ativação e função dessas células são marcadamente afetados 

por diferentes citocinas e produtos microbianos denominados padrões 
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moleculares associados a patógenos (PAMPs). Além disso, produtos 

endógenos liberados durante lesão tecidual, considerados padrões 

moleculares associados ao dano celular (DAMPs), ativam células da 

imunidade inata, promovendo a orientação da resposta imune adaptativa 

para perfil Th1 ou Th2, bem como expressão de funções efetoras 

especializadas e polarizadas (Mosser, 2003; Gordon & Martinez, 2010; 

Martin et al., 2011; Mantovani & Locati., 2013; Tian et al., 2015). Segundo 

Mantovani et al. (2004) a classificação M1 e M2 refere-se, portanto, a dois 

extremos de um espectro de ativação de macrófagos. Assim, macrófagos 

são células com plasticidade porque podem mudar de um estado ativado 

M1 para M2 ou regulador e vice-versa, sob efeitos de sinais específicos do 

ambiente onde se encontram (Porcheray et al., 2005; Bouhel et al., 2007; 

Tarique et al., 2015).  

Essas células polarizadas diferem entre si pela expressão de 

receptores, produção de citocinas e funções efetoras. Células com perfil 

M1, decorrente da ativação por IFN-γ, TNF-α ou lipopolissacáride (LPS), 

expressam receptores opsonínicos do tipo FcRI, II ou III (CD64, CD32, 

CD16), receptores TLR2 e TLR4 e produzem citocinas inflamatórias como 

TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-18 e IL-23, além de reativos intermediários do 

oxigênio e nitrogênio (Mantovani et al., 2004; Sica et al., 2009). Por outro 

lado, macrófagos ativados por IL-4 e IL-13 polarizam para perfil M2, que 

são caracterizado por maior expressão de receptores CD163 “scavenger” 

para complexos haptoglobina-hemoglobina (Kristiansen et al. 2001), possui 

propriedades anti-inflamatórias e imunorregulatórias (Zuwala-Jagiello, 

2006; Akila et al., 2012) e receptor de manose (CD206), além de maior 

produção de IL-10, TGF-β1 e Arginase 1 (Mantovani et al., 2004; Malyshev 

& Malyshev, 2015).  

Na interface materno-fetal, macrófagos estão presentes em todos os 

estágios da gestação e envolvidos em várias atividades, incluindo 

regulação da resposta imune, decidualização, invasão celular da placenta, 
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angiogênese, trabalho de parto e involução uterina pós-parto. O estado de 

ativação e função dessas células dependem do microambiente tecidual 

onde se encontram (Zhang et al., 2017). Numa gestação saudável, 

macrófagos da decídua se encontram inicialmente polarizados para o perfil 

M1, secretando citocinas e fatores de crescimento que auxiliam na 

implantação (Mor et al., 2011). Durante o segundo e terceiro trimestre de 

gestação, o perfil anti-inflamatório M2 prevalece, favorecendo a tolerância 

ao feto e permitindo seu crescimento no organismo materno (Svensson-

Arvelund et al., 2014). Com a aproximação do momento do parto ocorre o 

desvio para o perfil M1, contribuindo para contração uterina e 

direcionamento do feto (Hamilton et al., 2012). A polarização macrofágica 

adequada e cronologicamente regulada é essencial para o 

desenvolvimento de uma gestação saudável (Figura 2) (Zhang et al., 2017; 

Vishnyakova et al., 2019). Sargent et al. (2006) sugerem que a transição 

para o perfil M2 durante o segundo trimestre de gestação estaria bloqueada 

na PE.  

Estudos mostram que a classificação de macrófagos M1 e M2 pode 

ser estendida para monócitos do sangue periférico de pacientes com sepsis 

(Groselj-Grene et al., 2008), diabetes tipo 2 (Satoh et al., 2010), ou doenças 

autoimunes. O aumento da expressão de CD64 em monócitos de pacientes 

com lúpus eritematoso é considerado um marcador de atividade da doença 

(Kikuchi-Taura et al., 2015). Por outro lado, na leishmaniose cutânea, 

monócitos circulantes e macrófagos presentes nas lesões estão 

polarizados para o fenótipo M2. O tratamento quimioterápico nessa doença 

foi efetivo para restaurar o balanço M1/M2, importante para eliminar a 

infecção (Mukhopadhyay et al., 2015).  
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Figura 2. Dinâmica entre células M1 e M2 durante a gestação saudável. Logo após o 

coito, os níveis do fator estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) 

são aumentados pela presença de TGF-β no fluído seminal, promovendo polarização para 

o perfil M1. Durante o período de implantação, macrófagos M1 produzem citocinas 

inflamatórias e mediadores químicos, como IL-6, IL-1β, TNF-α e óxido nítrico, auxiliando 

na implantação do embrião à decídua e no remodelamento vascular. Posteriormente, 

maiores níveis de progesterona são produzidos a fim de permitir o desenvolvimento fetal. 

Dessa forma, é estabelecido no útero um ambiente M2-dominante, apresentando menores 

concentrações de mediadores inflamatórios, maior produção de citocinas anti-inflamatórias 

e fagocitose de debris apoptóticos. Por fim, durante o período de parturição macrófagos 

M1 predominam sobre o perfil M2, promovendo a contração uterina, expulsão do bebê, 

ejeção da placenta e involução uterina (Figura adaptada de Zhang et al., 2017).  

 

Em estudo prévio de nosso grupo, demonstramos que monócitos do 

sangue periférico de gestantes portadoras de PE estão endogenamente 

ativados e polarizados para perfil M1, com aumento na expressão de 

receptores TLR4 e CD64, diminuição de receptores CD163 e CD206 e 

produção aumentada de citocinas pró-inflamatórias (Medeiros et al., 2014). 

Além disso, em trabalho recente detectamos menor expressão do receptor 

CD163 em monócitos de gestantes com PE grave, associada à diminuição 

dos níveis plasmáticos da forma solúvel (sCD163) desse receptor e de IL-

10. Paralelamente, a concentração plasmática das citocinas inflamatórias 

IL-1β e TNF-α foi significativamente mais elevada nessas gestantes e se 

correlacionou negativamente com os valores de sCD163. A associação 
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entre o perfil de citocinas pró-inflamatórias e a menor concentração de 

sCD163 e IL-10 no plasma das gestantes com PE grave sugere a 

ocorrência de um defeito na regulação da resposta inflamatória sistêmica 

na PE (Nunes et al., 2019).  

Considerando que monócitos apresentam meia-vida de poucos dias 

na circulação sanguínea, suas concentrações e características fenotípicas 

podem ser consideradas um reflexo da gravidade do quadro da paciente 

com PE, sugerindo que o monitoramento desses fatores possui valor como 

teste de triagem e acompanhamento da doença (Vishnyakova et al., 2019). 

Devido a sua alta plasticidade, é possível que monócitos mudem de um 

estado ativado M1 para outro regulador M2 e vice-versa, dependendo dos 

sinais específicos presentes na circulação materna (Tarique et al., 2015; 

Zhang et al., 2017). Nesse sentido, a reprogramação dessas células pode 

se apresentar como interessante estratégia terapêutica para diversas 

doenças (Mantovani & Allavena, 2015). Dessa forma, a administração de 

moléculas moduladoras de monócitos pode vir a contribuir para a regulação 

do desbalanço da resposta inflamatória presente na PE. 

  

Pré-eclâmpsia, hiperuricemia e silibinina 

Em muitas pacientes com PE observam-se concentrações 

plasmáticas elevadas de ácido úrico, que se correlacionam com aumento 

da produção de TNF-α e de ânion superóxido por monócitos do sangue 

periférico (Peraçoli et al., 2011) e estão associadas com proteínas de 

choque térmico Hsp70 e citocinas inflamatórias como IL-1β, IL-12 e TNF-α 

(Peraçoli et al., 2013). A hiperuricemia está associada à gravidade da PE 

(Martin & Brown, 2010) e, portanto, considera-se que altos níveis de ácido 

úrico no plasma de gestantes pré-eclâmpticas podem representar uma 

contribuição direta à patogênese da doença pelo seu potencial de promover 
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inflamação (Bainbridge & Roberts, 2008). 

O ácido úrico, sob a forma de cristais de urato monossódico (MSU) 

é considerado molécula pertencente ao grupo das DAMPs e pode se ligar 

aos receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) expressos em 

células da imunidade inata, envolvidas na resposta inflamatória de 

monócitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al., 2008). Dentre esses receptores 

destacam-se os receptores semelhantes a Toll (TLRs), que reconhecem e 

ligam-se a DAMPs (Kim et al., 2005) e PAMPs (Koga & Mor, 2008). Martin 

et al., (2011), estudando modelo murino para gota, observaram que cristais 

de MSU induzem a diferenciação de monócitos não-inflamatórios em 

macrófagos com perfil M1 de ativação. Além disso, MSU é ainda capaz de 

se ligar ao receptor TLR4, aumentando significativamente a expressão 

dessa molécula, NLRP3, IL-1β, CD40 e HLA-DR em células mesangiais 

renais (Xiao et al, 2015). Em trabalhos anteriores demonstramos que 

monócitos de gestantes portadoras de PE estimulados ou não com MSU 

apresentam ativação do inflamassoma NLRP3, da via TLR4/NF-kB e maior 

produção de IL-1β, IL-18 e TNF-α (Matias et al., 2015; 2019). O receptor 

NLRP3 é descrito como sensor de ácido úrico que induz a produção de IL-

1β em linhagem celular de trofoblasto. Assim, a hiperuricemia associada à 

PE pode estar relacionada à ativação do inflamassoma NLRP3 no 

trofoblasto, aumentando assim os níveis de IL-1β na placenta e contribuindo 

para a patogênese da PE (Mulla et al., 2011). 

A interação das DAMPs com os receptores TLRs induz resposta 

inflamatória pela via de sinalização do fator de transcrição nuclear NF-κB, 

uma proteína composta por duas subunidades a p50 e a p65, capaz de se 

ligar ao DNA e agir como um fator de transcrição em vários genes 

envolvidos nos processos inflamatórios, citoprotetores e carcinogênicos 

(Kang et al., 2002; Manna et al., 1999; Bannwart et al., 2010a; Raina et al., 

2013). Em células não estimuladas, o NF-κB encontra-se no citoplasma 

ligado a proteínas inibitórias da família I-kappaB (IκB). Após o 
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reconhecimento das DAMPs pelos receptores, inicia-se um processo de 

fosforilação dependente da kinase – IKK, que pode ser do tipo: IKKα, IKKβ 

e IKKγ ou NEMO, seguido por uma degradação de IκB (Akira et al., 2001). 

Uma vez fosforilada, a IκB é poliubiquitinizada e rapidamente degradada 

pelo proteassoma, dissociando então o heterodimero p50/p65. Isso permite 

que o NF-κB migre para o núcleo e ligue-se à região promotora de genes 

que apresentam a sequência regulatória GGGACTTTCC, levando a um 

aumento da expressão do gene alvo (Lu & Wahl, 2005; Echeverri & Mockus, 

2008) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Cascata de ativação da via do NF-κB por DAMPs (Figura adaptada de R&D 

Systems; Minneapolis, MN, USA). 

 

Produtos naturais, extraídos de plantas, podem exercer efeito 

inibidor sobre processos inflamatórios, iniciados por ativação de NF-kB. A 

DAMPs 
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silimarina é um flavonóide, extrato obtido de frutos e sementes de Silybum 

marianum, família Asteraceae, uma das mais antigas e tradicionais ervas 

medicinais, utilizada por sua ação hepatoprotetora há mais de dois mil anos 

(Kren & Walterová, 2005) (Figura 4). O componente mais ativo e abundante 

da silimarina é a silibinina, que assim como a silimarina, apresenta 

importantes atividades de citoproteção, anti-inflamatórias, anti-fibróticas, 

anti-oxidantes e anti-carcinogênicas (Kren & Walterová, 2005; Agarwal et 

al., 2006; Deep & Agarwal, 2010; Esmaeil et al., 2017). Entre os 

mecanismos moleculares envolvidos nesses efeitos destaca-se a ação 

inibidora da silibinina sobre o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB). 

De maneira geral, a silibinina parece interferir na cascata de transdução de 

sinais controlada pelo NF-κB, suprimindo a fosforilação e degradação de 

IκB, diminuindo assim, a translocação de NF-κB para o núcleo. (Kren & 

Walterova, 2005; Comelli et al., 2007; Esmaeil et al., 2017; Matias et al., 

2019).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Imagem de Silybum marianum e estrutura química da silibinina. (Imagens 

de Bannwart et al., 2010b do Google em janeiro, 2020). 

 

A silibinina tem sido empregada para tratamento de doenças 

humanas, devido sua toxicidade extremamente baixa, tornando o 

tratamento seguro e sem efeitos adversos (Hackett et al., 2013). Além 

disso, este flavonoide foi efetivo no tratamento de doenças hepáticas 

(Tamayo & Diamond, 2007) e como terapia adjuvante no câncer (Deep & 

Agarwal, 2007). Em trabalhos anteriores, realizados em nosso laboratório, 
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foi observado que a silibinina possui propriedades anti-oxidantes e anti-

inflamatórias, demonstradas pela inibição dose-dependente sobre a 

liberação de  H2O2, da produção de TNF-α, IL-1β, TGF-β e de 

prostaglandina E2 (PGE2), por monócitos de sangue periférico obtidos de 

indivíduos saudáveis estimulados com LPS e tratados com 50 µM de 

silibinina (Bannwart et al., 2010a,b). Além disso, inibiu a ativação de NF-κB 

e a síntese das citocinas pro-inflamatórias IL-1β e TNF-α, produzidas por 

células mononucleares de sangue periférico de gestantes portadoras de 

pré-eclâmpsia (Giorgi et al., 2012; Cristofalo et al., 2013). O tratamento com 

silibinina em modelo experimental de PE, induzido em ratas pela inibição 

da enzima óxido nítrico sintase por Nw-nitro-L-arginine methyl ester, 

melhorou o desempenho reprodutivo das ratas, normalizou os níveis da 

pressão arterial e o número de plaquetas, diminuiu os níveis de proteinúria 

e das citocinas inflamatórias IL-1β, TNF-α e interferon-gama (IFN-γ) 

detectados no soro dos animais (Souza et al., 2012). Em trabalho recente 

demonstramos que o tratamento in vitro de monócitos de gestantes pré-

eclâmpticas com silibinina modula a inflamação estéril estabelecida nessas 

células, diminuindo a ativação dos inflamasomas NLRP1 e NLRP3 e da via 

TLR4/NF-kB (Matias et al., 2019) 

Considerando que a PE é caracterizada por resposta inflamatória 

exacerbada, envolvendo a polarização de monócitos para perfil 

inflamatório, pela expressão de receptores extracelulares de ativação e 

aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias, o emprego de 

moléculas moduladoras ou reguladoras de monócitos poderia contribuir 

para a melhor compreensão da imunidade inata e das vias de ativação 

dessas células envolvidas na fisiopatologia dessa síndrome da gestação. 
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