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Introducdo: A pré-eclampsia (PE) destaca-se como uma das principais
causas de morbidade e mortalidade tanto materna como fetal, se caracteriza por
ativacdo anormal do sistema imune inato e adaptativo. No plasma de gestantes
portadoras de PE encontram-se niveis elevados de estruturas moleculares
associadas ao estresse e morte celular, denominados padrées moleculares
associados ao dano (DAMPs) como, proteina de choque térmico (Hsp70), HMGB1
(high mobility group box 1), Hialurona (HA) e Acido Urico, que parecem contribuir
diretamente com a patogénese dessa doenca. Essas DAMPs ligam-se a receptores
presentes em células da imunidade inata, podendo ativar um complexo intracelular
denominado inflamassoma, responséavel pelo processamento e liberacdo de IL-18 e
IL-18. Essas citocinas sdo potentes mediadores inflamatérios e importantes na
ativacdo da resposta imune adaptativa, auxiliando a ativacao de células T em Thl7 e
Thl, respectivamente. Na PE, a ocorréncia de resposta inflamatéria sistémica
parece decorrer da deficiéncia no controle de células T efetoras por células T
reguladoras (Treg). Portanto, o balanco entre células Treg e Th1l7 pode ser critico
para a tolerancia ao feto e para a prevencédo da doenca.

Objetivos: O presente trabalho teve como objetivos: Avaliar o estado de
ativacdo, endégena e induzida pelas DAMPs (urato monossédico (MSU), HA e
Hsp70), em mondcitos, pela identificacdo da presenca do inflamassoma e
associacdo com a producédo de citocinas; Avaliar o envolvimento das subpopulacdes
de células T (Thl, Th2, Treg e Th17) pela analise dos fatores de transcricdo e pelo
padrdo de citocinas produzidas por essas células estimuladas com as DAMPs (MSU,
HA e Hsp70).

Métodos e Resultados: Foram estudadas 20 gestantes portadoras de PE, 20
gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres saudaveis ndo gravidas (MNG). O
plasma foi separado e armazenado a -80°C para dosagem das DAMPs (acido urico,
HA, HMGB1 e Hsp70). Mondcitos de sangue periférico foram incubados na presenca
ou auséncia das DAMPs (MSU, HA e Hsp70). O sobrenadante obtido ap6s 18h de
cultivo foi aspirado e empregado para dosagem das citocinas TNF-a, IL-13 e IL-18
por ELISA. A presenca de inflamassoma nessas células foi avaliada pela
quantificacdo de RNAmM de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1B, IL-18, TNF-a e
HMGB1 por RT-gPCR apoés 4h de cultura. Os resultados mostraram concentracao
plasmatica elevada de MSU, HA, Hsp70 e HMGBL1 e expressdo génica enddégena de
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NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1B, TNF-a e HMGB1 significativamente maior em
gestantes com PE em compara¢do aos grupos GN e MNG. Em relagdo a producéo
endogena de citocinas, IL-1p foi maior no grupo PE em relagédo aos grupos GN e
MNG, enquanto IL-18 e TNF-a estdo aumentadas apenas no grupo PE comparado
ao grupo GN. O estimulo de mondécitos de gestantes pré-eclampticas e de mulheres
ndo gravidas com MSU induziu aumento na expresséo génica de NLRP3, caspase-1
e TNF-a em relagdo a expressdo enddégena nesses grupos, enquanto esse efeito
nao foi observado em gestantes normotensas. Quando o0s mondcitos foram
estimulados com HA observou-se aumento da expressdo de RNAmM de NLRP1,
NLRP3, caspase-1, IL-13, TNF-a e HMGB1, enquanto Hsp70 estimulou apenas a
expressdo de RNAmM de TNF-a. A analise das citocinas por ELISA mostrou que
monaocitos de gestantes com PE produziram niveis endégenos e estimulados com
MSU mais elevados de IL-1j3, IL-18 e TNF-a em comparagéo ao grupo GN. Todos os
grupos apresentaram aumento de IL-13 apds estimulo com HA e aumento de IL-1B3 e
TNF-a quando estimulados com Hsp70. Para estudo das subpopulacdes de células
T as células mononucleares do sangue periférico foram avaliadas pela expresséo
enddgena dos fatores de transcricdo para células T-bet (Thl), GATAS3 (Th2), RORc
(Th17) e Foxp3 (Treg) por citometria de fluxo. Essas células foram cultivadas na
auséncia ou presenca das DAMPs e o sobrenadante foi empregado para
determinacao das citocinas de perfil Thl (IFN-y e TNF-B), Th2 (IL-4), Treg (IL-10 e
TGF-B1) e Th17 (IL-17 e IL-22) por ELISA. Os resultados mostraram polarizacédo
para perfis inflamatorios Th1/Th17 e diminuicdo de perfis anti-inflamatorios Th2/Treg
em gestantes portadoras de PE associados a niveis enddgenos elevados das
citocinas inflamatérias TNF-a, IFN-y, IL-17 e diminuidos de TGF-B e IL-10 quando
comparadas com gestantes normotensas. O estimulo das células com MSU induziu
aumento de IFN-y, IL-22 em todos os grupos estudados, enquanto os estimulos com
MSU e HA induziram aumento de IL-17 somente no grupo de normotensas. As
DAMPs MSU e Hsp70 induziram aumento significativo da producéo de TNF-a nos
grupos de PE e MNG. Niveis elevados de TGF-$1 foram produzidos por células de
gestantes portadoras de PE estimuladas com MSU, HA e Hsp70, enquanto HA e
Hsp70 induziram diminuicdo da producao dessa citocina em gestantes normotensas.
Conclusdes: A maior expressdao génica endégena de NLRP1, NLRPS3,
caspase-1, IL-18, HMGB1 e TNF-a em mondcitos de gestantes pré-eclampticas
13



confirma o estado de ativacdo dessas células na PE. Assim como a ativacdo
enddgena para perfil Th1/Thl7 e expressdo elevada de citocinas inflamatorias em
gestantes pré-eclampticas demonstra o desbalanco inflamatério presente nessas
gestantes. As DAMPs foram capazes de estimular tanto a resposta imune inata
como a adaptativa em gestantes pré-eclampticas sugerindo que essas alarminas
desempenham papel na ativagdo do sistema imune e na liberacdo de citocinas

inflamatorias participando na patogénese dessa importante sindrome da gestacao.

Palavras-chave: Pré-eclampsia, citocinas, DAMPs, mondcitos e subpopulacdes de
células T.
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Introduction: Preeclampsia (PE) stands out as one of the main causes of
morbidity and mortality both maternal and fetal, characterized by abnormal activation
of the innate and adaptive immune system. Plasma of pregnant women with PE
shows high levels of molecular structures associated to stress and cell death, called
damage associated molecular patterns (DAMPS) such as heat shock protein (Hsp70),
HMGB1 (high mobility group box 1), Hyaluronan (HA) and Uric Acid, which seem to
contribute directly to the pathogenesis of this disease. These DAMPs bind to
receptors present in cells of innate immunity, and can activate an intracellular
complex called inflammasomes, responsible for the processing and release of IL-13
and IL-18. These cytokines are potent inflammatory mediators and important in the
activation of the adaptive immune response, aiding the activation of T cells in Th17
and Thl, respectively. In PE, the occurrence of a systemic inflammatory response
appears to be a consequence of deficiency in effector T cell control by regulatory T
cells (Treg). Therefore, the balance between Treg and Th17 cells may be critical for
fetus tolerance and disease prevention.

Objectives: This study aimed to: evaluate the activation state, endogenous
and induced Damps (monosodium urate (MSU), HA and Hsp70) in monocytes,
identifying the presence of inflammasomes and association with cytokine production;
assess the involvement of T cell subpopulations (Thl, Th2, Treg and Th17) by the
analysis of transcription factors and the pattern of cytokines produced by these cells
stimulated with DAMPS (MSU HA and Hsp70).

Methods and Results: Twenty pregnant women with PE, 20 normotensive
pregnant women (NT) and 20 healthy non-pregnant women (NP) were studied.
Plasma was separated and stored at -80°C for determination of DAMPs (uric acid,
HA, HMGB1 and Hsp70). Peripheral blood monocytes were incubated in the
presence or absence of DAMPs (MSU, HA and Hsp70). The supernatant obtained
after 18 h of culture was aspirated and used for determination of cytokines TNF-a, IL-
18 and IL-18 by ELISA. The presence of inflammasomes in these cells was
evaluated by quantification of mMRNA of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1B, IL-18,
TNF-a and HMGB1 by RT-gPCR after 4h of culture. The results showed high plasma
concentration of MSU, HA, Hsp70 and HMGB1 and endogenous gene expression of
NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1B, TNF-a and HMGB1 significantly higher in
pregnant women with PE compared to NT and NP groups. In relation to the
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endogenous production of cytokines, IL-13 was higher in the PE group compared to
the NT and NP groups, while IL-18 and TNF-a were increased only in the PE group
compared to the NT group. Monocytes of pre-eclamptic and non-pregnant women
stimulated with MSU induced an increase in the gene expression of NLRP3,
caspase-1 and TNF-a regarding endogenous expression in these groups, however
this effect was not observed in normotensive pregnant women. When monocytes
were stimulated with HA, increased mRNA expression of NLRP1, NLRP3, caspase-1,
IL-18, TNF-a and HMGB1 was observed, whereas Hsp70 stimulated TNF-a mRNA
expression only. Cytokine analysis by ELISA showed that monocytes from pregnant
women with PE produced higher levels endogenous and stimulated with MSU of IL-
1B, IL-18 and TNF-a compared to the NT group. All groups showed increase of IL-13
after stimulation with HA and increase of IL-18 and TNF-a when stimulated with
Hsp70. For the study of T cell subpopulations, peripheral blood mononuclear cells
were evaluated by endogenous expression of transcription factors T-bet (Thl),
GATAS (Th2), RORc (Th17) and Foxp3 (Treg) cells by flow cytometry. These cells
were cultured in the absence or presence of DAMPs and the supernatant was used
to determine cytokines Thl (IFN-y and TNF-B), Th2 (IL-4), Treg (IL-10 and TGF-1)
and Thl7 (IL-17 and IL-22) by ELISA. The results showed polarization for Th1/Th17
inflammatory profiles and decrease of Th2/Treg anti-inflammatory profiles in pregnant
women with PE associated with elevated endogenous levels of the inflammatory
cytokines TNF-a, IFN-y, IL-17 and decreased TGF-$ And IL-10 when compared with
normotensive pregnant women. Stimulation of the cells with MSU induced an
increase of IFN-y, IL-22 in all studied groups, whereas the stimuli with MSU and HA
induced IL-17 increase only in the normotensive group. DAMPs MSU and Hsp70
induced a significant increase in TNF-a production in the PE and NP groups.
Elevated levels of TGF-B1 were produced by cells of pregnant women with PE
stimulated with MSU, HA and Hsp70, whereas HA and Hsp70 induced decreased
production of this cytokine in normotensive pregnant women.

Conclusions: The higher endogenous gene expression of NLRP1, NLRP3,
caspase-1, IL-1B8, HMGB1 and TNF-a in monocytes of pre-eclamptic women confirms
the activation state of these cells in PE. As well as the endogenous activation of
Th1/Th17 profile and high expression of inflammatory cytokines in pregnant women
with PE demonstrates the inflammatory imbalance present in these pregnant women.
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DAMPs were able to stimulate both the innate and adaptive immune response in
preeclamptic women suggesting that these alarmins play a role in the activation of
the immune system and in the release of inflammatory cytokines participating in the

pathogenesis of this important gestational syndrome.

Keywords: Pre-eclampsia, cytokines, DAMPs, monocytes and T-cell subsets.
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A pré-eclampsia é uma sindrome especifica da gestacdo humana, que, entre
outras manifestacdes, apresenta desvio da resposta imune para perfil inflamatério
intenso, apresentando ativacdo endogena de células da imunidade inata e
adaptativa. Grande parte das gestantes que desenvolvem essa sindrome, nao
apresentam sinais clinicos de infec¢do, portanto, acreditamos que a inflamacéo
estéril participa na inducdo e manutencdo dessa inflamacéo exacerbada presente
nessas gestantes.

Essa inflamacdo estéril pode ser desencadeada pela presenca de padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPSs), que se encontram aumentados no
plasma dessas gestantes, contribuindo tanto para a inflamacao placentaria local
como para a inflamacéo sistémica e a disfuncéo endotelial.

Nesse contexto de inflamacéo estéril € interessante conhecer a capacidade
dessas DAMPs em ativar a resposta inflamatdria em gestantes portadoras PE, tanto
na imunidade inata, como na imunidade adaptativa.

O presente trabalho foi entdo formulado e discutido em trés capitulos com

formato de artigos.

Capitulo 1 — artigo cientifico publicado

Endogenous and Uric Acid-Induced Activation of NLRP3 Inflammasome in
Pregnant Women with Preeclampsia. PLoS One. 2015; 10(6):e0129095. doi:
10.1371/journal.pone.0129095.

Capitulo 2 — artigo submetido para publicacéo
DAMPs induzem inflamac&o em gestantes portadoras de pré-eclampsia.
Capitulo 3 — manuscrito em preparagcéo

DAMPs induzem polarizacédo da imunidade adaptativa para perfil inflamatoério

em gestantes portadoras de pré-eclampsia
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O presente estudo avaliou, em gestantes portadoras de pré-eclampsia:

a)

b)

A ativacdo dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3, tanto endégeno como
estimulados por urato monossédico em mondcitos de gestantes portadoras de

pré-eclampsia e sua associacdo com producdo de citocinas inflamatérias.

O estado de ativacdo, enddgena e induzida pelas DAMPs (Hsp70 e
hialurona), em mondcitos de gestantes com PE pela identificacdo da presenca
dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e associacdo com a producao de IL-1p,

TNF-a e IL-18 nessas células.

O envolvimento das subpopulacdes de células T (Thl, Th2, Treg e Th17) na
fisiopatologia da PE, analisando os fatores de transcrigéo e perfil de citocinas,
estimuladas ou ndo com as DAMPs (Hsp70, hialurona e urato monossédico),

produzidos por essas subpopulacdes celulares.
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Abstract

Preeclampsia (PE) Is a specific syndrome of pregnancy, charactenzed by hypertension and
proteinuria. This pathology is associated with hyperuricemia and elevated serum levels of
inflammatory cytokines. Uric ackd crystals may activate an intracellular compiex called
inflammasome, which is important for processing and release of inflammatory cytokines.
This study investigated the state of monocyte activation, both endogenous and stimulated
with monosedium urate (MSU), by gene expression of NLRP1 and NLRP3 receptors as well
as their asscciation with inflammatory cytokines expression. Monocytes wera cbtained from
peripheral blood of 23 preeclamptic pregnant women, 23 normotensive pregnant women
(NT) and 23 healthy non-pregnant women (NP). Inflammasome activation was evaluated
by the gene expression of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1B, IL-18 and TNF-a by RT-
qPCR in unstimulated monocytes (endogenous expression), or after cell stimulation with
MSU (stimulated expression). The concentration of cylokines was assessed by ELISA. In
preeclamplic pragnant women, gene expression of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1p and
TNF-a by monocytes stimulated or not with MSU was significantly higher than in NT and NP
groups. Stimulation of monocytes from preeclamptic and non-pregnant women with MSU in-
duced increased gene expression of NLRP3, caspase-1 and TNF-a in relation to the endog-
enous expression In these groups, while this was not observed in the NT group. The
cytokine determination showed that monocytes from women with PE produced higher en-
dogenous levels of IL-1B, IL-18 and TNF-a compared to the other groups, while the stimulus
with MSU led to higher production of these cytokines in preeciamptic group thaninthe NT
group. In conclusion, the results showed increased basal gene expression of NLRP1 and
NLRP3 receptors in monocytes from PE group. These cells stimulation with MSU demon-
strates that uric acid plays a role in NLRP3 inflammasome activation, suggesting the partici-
pation of this inflammatory complex in the pathogenesis of preaclampsia.
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Introduction

Preeclampsia (PE) is a specific syndrome of human pregnancy, and the leading cause of mor-
bidity, mortality and premature delivery between 2 and 7% of pregnancies [!]. The clinical di-
agnosis is based on the development of hypertension (BP = 140 x 90 mmHg) and proteinuria
(>300mg/24 h) [2] that occurs from the 20" week of pregnancy or in the first days after birth
[3l.

It has been reported that PE is characterized by severe systemic inflammatory response, en-
dothelial cell dysfunction, platelet aggregation, coagulation system activation and increased
generalized vascular resistance [4, 51, which appear to contribute significantly to the patho-
physiology of the disease [6], Therefore, in PE it is observed activation of inflammatory cells
such as monocytes and granulocytes, and endothelial cells [5,7], excessive production of proin-
flammatory cytokines [§-11] as well as lower production of regulatory cytokines such as Inter-
leukin-10 (IL-10), and transforming growth factor (TGF-f) [12,13].

The excessive activation of intravascular monocytes/macrophages and granulocytes in PE
suggests that mnate immune system activation can negatively influences the pregnancy prog-
ress. Monocytes from women with PE are endogenously activated and release significantly
higher concentrations of tumor necrosis factor alpha (TNF-«), superoxide anion and hydrogen
peroxide compared to monocytes from normotensive pregnant women. These results confirm
that PE is characterized by oxidative stress and that matemal circulating monocytes may repre-
sent an important source of free radicals and cytokines during the inflammatory disease
[11,14]. Peripheral blood leukocyte activation state in pregnant women with PE is associated
with genes related to inflimmation [15]. There is an association between increased activation
of nuclear transcription factor kappa B (NF-KB) and higher production of TNF-ctand IL-1p
by mononuclear cells of pre-eclamptic pregnant women as compared with normotensive preg-
nant women [16]. Recently, we reported that monocytes from women with PE are classically
activated and produce higher levels of the inflammatory cytokines TNF-c and 1L-12 associated
with higher expression of TLR4 and CDé4 surface markers, These results provide evidence that
the systemic inflaimmatory environment in PE may differentiate and polarize the monocytes to
the M1 phenotype [17].

Hyperuricemia has been observed in women with PE associated with the disease severity
[ 18], Positive correlation between increased production of TNF-, superaxide anion and ele-
vated serum uric acid level was observed in PE [14]. Also, high association between plasma lev-
els of uric acid, heat shock protein 70, 1L-1§, IL-12 and TNF-a has been reported in severe
cases of PE [19]. Thus, high levels of uric acid in the plasma of patients with PE may represent
a direct contribution to the pathogenesis of PE by its potential to promote inflammation [ 20]
due to its association with proinflammatory cytokines,

Uric acid (monosodium urate-MSU) crystals may activate an intracellular complex called
inflammasome, a multi-protein structure which is important for processing and release of 1L-
1 and IL-18 [21,22]. Inflammasome formation depends on receptors known as pattern recog-
nition receptors (PRRs) expressed by cells of the innate immune system, such as maonocytes,
macrophages and dendritic cells {23,24], Among the various PRRs, nod-like intracellular re-
ceptors with a pyrin domain (NLRP), are responsible for inflammasome formation in response
to pathogens known as pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) contributing to the
host defense against infections [ 23] or also bind endogenous products of host cells, named dan-
ger-associated molecular patterns (DAMPs) [23,26,27]. Three NLR proteins have been identi-
fied to form inflammasome: NLRP1, NLRP3 and NLRCA [22]. The NLRP3 inflaimmasome is
the most studied inflammasome, and capable of sensing a wide variety of alarm signals [28]. In
addition, some evidence indicates that NLRP3 plays an important role in inflammatory
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diseases such as atherosclerosis, gout, type [ and type 2 diabetes [22,29,30]. After interaction
with the ligand, several NLRP3 identical proteins form an oligomer and each NLRP3 of the
oligomer binds 10 an adapter protein called ASC (apoptosis-associated speck-like protein),
This binds to the inactive precursor form of caspase-1 enzyme, which becomes active and
cleaves pro-IL- 1, resulting in biologically active [L- 18 generation which subsequently is se-
creted into the extracellular medium [31,32].

Several endogenous molecules, considered “danger signals” such as MSU crystals, ATP, §-
amyloid or hyaluronan) when in high concentrations, induce NLRP3 inflammasome activa-
tion, playing an important role in inflammatory diseases [27]. Conforti-Andreoni and collabo-
rators [13) reported the importance of uric acid, together with the signaling pathway of the
nuclear transcription factor-kB (NF-kB), in the inflammasome activation of dendritic cells as
well as [L-1f and [L-18 production. According to Rock and collaborators [34], unic acid plays a
pathophysiological role as a local akarm signal that alerts the immune system against cellular
injury and aids in the development of innate and adaptive immune responses,

The NLRP3 receptor is described as uric acid sensor that induces IL- 1ff production in tro-
phoblast cell lines. Thus, hyperuricemia associated to the PE could be related to activation of
the NLRP3 inflammasome in trophoblast, thereby increasing the IL- 15 levels in the placenta
and contributing to the pathogenesis of PE [35]. Recently, a study of polimorphisms in inflam-
masome genes was analyzed in preeclamptic women, and showed association of NLRP1 variant
£s12§50220 (L155H) with development of preeclampsia, suggesting a role of this inflamma-
some receptor in the pathogenesis of this disorder [36].

Considering that high levels of uric acid are often observed in pregnancies complicated by
PE, and are associated with oxidative stress and elevated levels of IL-1f and TNF-a produced
by monocytes, the present study aimed to evaluate the role of NLRP1 and NLRP3 inflamma-
somes in endogenous or monosodium urate-induced activation of monocytes from pregnant
women with PE. Gene expression of NLRP1 and NLRP3 receptors as well as their association
with IL- 13, TNF-e and 11-18 production by these cells were determined.

Material and Methods
Study population

This study consisted of 46 pregnant women without previous history of hypertension or obstet-
ric and medical complications, admitted to the Obstetric Unit of Botucatu Medical School, Sao
Paulo State University, Botucatu, SP, Brazil between March 2013 and October 2014. Twenty
three women were diagnosed with preeclampsia (PE), defined as 4 persistent elevated blood
pressure value of 140x90 mmHg and proteinuria { > 300 mg in urine collected during 24
hours) after the 20™ weeks of gestation [2], and 23 pregnant women with an uncomplicated
pregnancy that remained normotensive (NT) and nonproteinuric throughout pregnancy were
recruited as controls and matched for gestational age with the preeclamptic group. A group of
23 non-pregnant women (NP) was added to establish the comparison of immunological pa-
rameters between groups, Gestational age was calculated from the last menstrual period and
confirmed by ultrasound dating. Non-pregnant women were voluntary donors of the Blood
Bank of the Hemocenter of the Botucatu Medical School, Botucatu, SP, Brazil, Proteinuria in
24-hour urine was measured by a colorimetric method, the Technicon RAXT automation sys-
tem, and uric acid was assessed by uric acid enzymaticTrinder (Biotrol Diagnostic) inthe Clini-
cal Laboratory, Botucatu Medical School, Botucatu, SP, Brazil. Exclusion criteria for the three
groups included chronic hypertension, multiple gestation, prior preeclampsia, illicit drug use,
and preexisting medical conditions such as diabetes, cancer, acute infectious disease, cardiovas-
cular, autoimmune, renal and hepatic diseases. All of the patients and controls agreed to
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participate in the study after due clarification and signing of a written informed consent form,
This study was approved by Botucatu Medical School-UNESP Research Ethics Committee.

Blood sampling

The whole blood for evaluation of gene expression and cytokine production by monocytes
from pregnant women with PE was colleécted at the time of disease diagnasts, and from normo-
tensive pregnant women at the time they were matched for gestational age with pregnant
women with PE. The blood of non-pregnant women was obtained during blood donation,
Blood samples obtained from the antecubital vein were put into a plastic tube containing 5%
EDTA.

Isolation and culture of monocytes

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolatedby density gradient centrifugation
on Ficoll-Paque Premium [density (d) = 1.077] (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Swe-
den) according to the method described by Boyum [37]. Briefly, 10 mL of blood was mixed
with an equal volume of RPMT 1640 tissue culture medium (Sigma- Aldrich, Chemical Co,, St
Louis, Missouri, USA) containing 2 mM L-glutamine, 10% heat-inactivated fetal bovine serum,
20 mM HEPES, and 40 pg/mL gentamicin (complete medium). Samples were layered over

5 mL Ficoll-Paque Premium in a 15 mL conical plastic centrifuge tube. After centrifuging at
400 g for 30 minutes at room temperature, the interface layer of PBMC was carefully aspirated
and washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) cantaining 0.05 mM ethylenediamine-
tetraacetic acid (PBS-EDTA) and once with complete medium, with centrifugation in between
washes at 300 g for 10 minutes. Cell viability, as determined by 0.2% Trypan Blue dye exclu-
sion, was >95% in all experiments. Monocytes were counted using neutral red (0.02%) in
PBMC suspension and a suspension of 5x10° monocytes/mL in complete medium was em-
ployed for gene expression and cytokines determination.

Monocyte culture supernatants

Monocyte suspensions (5x10” cells/mL) were distributed (1 mL/well) in 24-well flat-bottomed
plates (Greiner Bio-One, Germany). After incubation for 2 h at 37°C ina humidified 5% CO, at-
mosphere, non-adherent cells were removed by aspiration and each well rinsed twice with com-
plete medium. Monocyte preparations routinely contained >90% monocytes as determined by
morphologic examination and staining for nonspecific ¢sterase [14]. Monocytes were incubated
with complete medium in the presence or absence of 50ug/mL of monosodium urate (MSU)
(Invivogen, San Diego, CA, USA) for 18 h at 37°C in 5% CO,.The MSU concentration used as
stimulus in monocyte cultures was previously standardized employing monocytes from five
health non-pregnant women, This concentration of MSU (50 pg/mL) was chosen to simulate the
levels of uric acid in preeclamptic women plasma, ranging from 45 to 100 pg/mL. Culture super-
natants were harvested and stored at -80°C for cvtokine determination.

Cytokine determination

Cytokine concentrations in monocyte culture supernatants were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), using Quantikine ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) for TNF-a and IL-1P according to the manufacturer’s instructions. Assay sensitivity
limits were 1.6 pg/mL for TNF-a and 1.0 pg/ml. for IL-1f. For IL-18 quantification a quantita-
tive test ELISA kit for human 11-18 (MBL-Medical & Biological Laboratories, Nagoya, Japan)
with sensitivity of 12.5 pg/m1 was employed.
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Evaluation of the expression of transcripts related to inflammation

Monocytes from normotensive, preeclamptic and non-pregnant women were incubated with
complete medium in the presence or absence of 50 pg/mL of monosodium urate (MSU) (Tnvi-
vogen, San Diego, CA, USA) for 4 hat 37°C in 5% CO;, and were subjected to analysis of the
expression, on the transcriptional level, of the gene encoding the proteins NLRP1, NLRP3, cas-
pase-1, IL-1§3, IT-18 and TNF-a, Glybenckimide (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at con-
centration of 50 and 200puM was added 1o cultures of monocytes from non-pregnant women
for 30 min, and then MSU (50 and 100 pg/ml.) was added to the culture for another 4h in
order to evaluate its inhibitory effect on NLRP3 inflammasome activation by MSU. Total RNA
was extracted from monocytes through the system Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek
Corp., Thorold, Canada) according to manufacturer's protocol. After extraction, to ensure
complete removal of genomic DNA, | pg of total RNA was incubated with DNAse [ Amp
Grade (Invitrogen). The purity and relative quality of all samples of total RNA obtained were
determined by fluorometry using the equipment Qubit Fluorometric Quantitation (Life Tech-
nologies). Subsequently, the synthesis of complementary DNA (cDNA) for performing the
polymerase chain reaction coupled reverse transcription (Reverse Transcription-coupled poly-
merase chain reaction—RT-PCR) was conducted with 450ng of total RNA in 60pL reaction
using ImProm- [I'TM Reverse Transcription System, according to manufacturer's protocal.

The quantification of gene expression of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1f3, IL-18 and
TNF-o was made through the reaction technique in quantitative Polymerase Chain in real
time (RT-qPCR) using RT GoTag-qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA). The de-
vice used was 7500 Fast Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, USA).

The variants of the targets studied were aligned in the MEGA 5.1 program and subsequently
each primer was selected by the software Primer-BLAST. Primers located in exon-exon junc-
tion guarantee the purity of the reaction, namely the absence of any genomic DNA that may
contaminate it. The primer sequences used in this study are m Table 1,

Each reaction was set in duplicate in a total of 20pl. each, which contains 0.3 pM of each
primer (forward and reverse), 2 ul. of cDNA, 10 pL. of master mix and 6 pL. of nuclease-free
water. Additionally, was inserted a control, also in duplicate, which was included in each reac-
tion in order to prove that there is no contamination, The conditions for the RT-qPCR reac-
tions were: initial denaturation at 96°C—2 min and then 40 c¢ycles a1 95°C- 15s and 60°C -60s,
followed by a melting curve, The amplification of each particular transcript was confirmed by
melting curve generated profile of the end of each reaction.

Expression values of the analyzed transcripts were normalized based on the concurrent
analysis of the expression of the enzyme encoding glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
gene (GAPDH). The calculation of the differential expression of selected genes was carried omt
by the data processing method compared to a standard curve [39], All conditions, including

Table 1, Primers for inflammasomes proteins, cytokines and GAPDH.

Gene Forward primer (5'- 3°) Reverse primer (5'- 3') GeneBank
NLRP1 (1728)TCCGGCTOCCATTAGACAGA(1747) (IOIOMGAOOCATDCTGGCTCATCNINI) NM_033004 3
NLRP3 (2826)GAGBAAMAGGAAGGCOGACA(2845) {2917)TGGCTGTTCACCAATCCATGA(2887) NM_004895.4
Caspase-1 (1085)AGACATOCCACMTGGGCTC(IDM) {(NM72)TGAAAATCGAACCTTGOGGAAA(1151) NM_033292 3
18 (544)GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC|S564) (653)AACACGCAGGACAGGTACAGIE34) NM_000576.2
IL-18 (43B)ACTGTAGAGATAATGCACCCOG(459) (517)AGTTACAGCCATACCTCTAGGC{496) NM_001562.3
INFa (RSYGCTECACTTTGAAGTGATCG(344) {482)GEGTTTGCTACAACATGGGC{443) NM_000594.3
GAPDH (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA( 703) {801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA({782) NM_002046 4
8k 10.1371 joumnal pone. 0129055001
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GAPDH for each sample and the negative control reaction (No Template Control~NTC, ab-
sence of RNA) were analyzed in duplicates. To analyze the relative expression, after the analysis
of gene expression, we chose an RN A sample obtained from each group, which received the rel-
ative value of 100. All other samples received values for that sample.

Statistical analysis

Statistical significance was evaluated by the non-parametric methods, Kruskal-Wallis test and
Mann-Whitney U test, using the statistical program INSTAT, Graph Pad, San Diego, Califor-
nia, Differences between the groups studied were considered statistically significant when the
p<0.05.

Results
Demographic and clinical characteristics

No difference in age, gestational age, race and parity parameters among preeclamptic, normo-
tensive and non-pregnant women was observed (Table 2), Systolic and diastolic blood pressure
as well as serum uric acid concentration were significantly higher in pregnant women with PE
compared with normotensive pregnant and non-pregnant women. Additionally, proteinuria
levels were significantly higher in pregnant women with PE than in normotensive

pregnant women.

Expression of genes related to inflammasome in monocytes from
pregnant and non-pregnant women

Fig LA, 18 and 1C show, respectively, higher gene expression of NLRP1, NLRP3 receptors and
caspase-1 in monocytes from pregnant women with PE, stimulated or not with MSU, when
compared to NT and NP groups. Lower expression of these genes was detected in monocytes
from normotensive pregnant women both stimulated or not with MSU, compared to NP
group. In preeclamptic pregnant and NP groups, MSU induced higher expression of NLRP3

Table 2. Demographic and clinical characteristics of pregnant women with p lampsia, otensive pregnant women and non-pregnant
women.
Characteristics Pregnant women with preeclampsia Normotensive pregnant women Non-pregnant women
(n=23) (n=23) (n=23)
Age (years) 25 (14-41) 25 (13-43) 24 (21-42)
Race  White (%) 86 93 87.0
Non-white(s) 154 a7 13.0
Gestational age (weeks) 35 (24-40) 34 (2339 N/A
Parity Nulliparous (%) &3 68 N/A
Multiparous 14 32
%)
Systolic Blood 160 * (140-200) 110 (80-112) 114 (100-120)
Pressure (mmHg)
Diastolic Blood 110 * (80-120) 69 (63~-70) 70 (65-80)
Pressure (mmHg)
Proteinuria (mg / 24h) 1540 * (300-19 830) <300 N/A
Uric acid (mg/dL) 59" (45-10.0) 38(22486) 4.1({28-48)

Data are presented as median, with the mmimum and maximum values in parentheses, or as percertage, NA = not applicable.
* (p <0.05) vs normotensive pregnant women (Mann-Whitnay U test)
¥ {p <0.05) va normotansive pregnant women and non-pregnant women (Kruskal-Walks test).

dot 10,4371 joumsl pona. 0126065.1002
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Fig 1. Gene expression of NLAP1 (A), NLRP3 (B) and caspase-1 (C) by monocytes. Monocytes from pregnant women with preeclampsia (PE),
normotensive pregnant women (NT) and non-pregnant women (NP), were cultured in the presence (MSU*) or absence (MSU ) of menosodium urate
Exprassion of caspasa-1 (D) by monocytes from non-pregnant women treated with 50 uM or 200 uM of Glybenclamide and cultured in the prasenca (MSU")
or absence (MSU) of monosodium urate. Results are shown as medan. *P<0.05 shows significant differance between MSU groups; ‘P<0.05 shows
significant difference batween MSU' groups. # P<0.05vsMSU"; "P<0.05(MSU vsMSU + G200), (MSUSO vs MSUS0: G200), (MSU100 vs MSU100+G200).
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receptor and caspase- | compared to endogenous fevels of this mRNA in mooocytes from these
groups. There was a tendency 1o an increase in NLRP1 mRNA expression in cells of pregnant
women with PE stimulated with MSU compared with non-stimulated cells, but this difference
was not significant.

The results also showed that thetranscriptional profile of NLRP 3 receptor was more elevated
than the NLRP1 one, in monocyte from pregnant women with PE and in non-pregnant
women. Fig 1D shows that Glybenclamide at 200 uM significantly inhibited caspase-1 mRNA
nprh‘smn by monocytes from non-pregnant women in a dose-dependent manner,

12 2A represents higher gene expression of IL-1f1 in monocytes from pregnant women with
Pl.. stimulated or not with MSU, when compared to NT and NP groups. On the other hand,
lower expression of [L-1p gene is observe in monocytes from normotensive pregnant women,
stimulated or not with MSU, compared to NP group. There was no difference between [L-1f
mRNA levels from endogenous and stimulated with MSU monocytes cultures for the three
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groups. Glybenclamide added to monocyte cultures from non-pregnant women, in the pres-
ence or absence of MSU significantly inhibited T1-1f) mRNA expression in a dose-dependent
fashion (Fig 2C). Inhibitory effect was achieved with the concentration of (200pM).

Endogenous gene expression of IL-18 in monocytes from preeclamptic pregnant women
was significantly higher than in the NT group (Fig 28). After MSU stimulation monocytes
from women with PE expressed higher [L-18mRNA as compared to NT and NP groups. Cells
from NT group stimulated with MSU had lower gene expression of this cytokine in relation to
NP group. In addition, [L-18 gene expression in monocytes from pregnant women with PE
stimulated with MSU (MSU+) was significantly higher compared to non-stimulated cells
(MSU-).

Fig 3 shows anintense increase in gene expression of TNF-a in monocytes from pregnant
women with PE, cultured with and without MSU, when compared to NT and NP groups, In
normotensive pregnant women group, the stimulation with MSU did not alter the lower ex-
pression of TNF-a by monocytes compared to NP group, Furthermore, there is significant dif-
ference between pregnant women with PE and non-pregnant women in relation to TNF-a
gene expression in monocytes stimulated or not with MSU.

Cytokine production by monocytes from pregnant and non-pregnant
women

The production of TL-1f, IL- 18 and TNF-a cytokines in monocytes from 23 pregnant women
with PE, 23 normotensive pregnant women and 23 healthy non- pregnant women, stimulated
or not with monosodium urate (MSU) is shown in Figs 4A. 4B and 5 respectively.

There is an increase in the endogenous concentration of 1L- 1} produced by monocytes
from pregnant women with PE compared to NT and NP groups. The MSU stimulation in-
duced higher production of IL-1§ by cells from preeclamptic pregnant women compared to
NT group. It is also possible to notice a decrease in cytokine expression in monocytes from
normotensive pregnant women stimulated with MSU compared to the NP group (Fig 4A).
However, there is significant difference between the production of IL- 1 by monocytes from
NT groups and NP that were stimulated with MSU (MSU+) and the basal production of these
cells. There was a tendency 1o increase levels of 1L- 1§ produced bymonocytes from the pre-
eclamptic group, when the cells were stimulated with MSU compared to unstimulated cells,
but this difference did not reach statistical significance.

Fag 48 shows a significant increase in endogenous and MSU-stimulated protein concentra-
tion of IL-18 produced by monocytes from pregnant women with PE, compared with the NT
group. Monocytes from NT group, cultured with or without MSU produced lower levels of this
cytokine compared to the NP Group. In addition, there was significant difference between en-
dogenous and MSU-stimulated TL-18 production both in preeclamptic and NP groups.

In Fig 5 it is observed higher endogenous levels of TNF-a produced by monocytes from
pregnant women with PE in relation to NT and NP groups. The MSU stimulation led to in-
creased TNF-a production by preeclamptic group only when compared to the NT group. It is
also observed lower production of TNF-«t protein by monocytes from NT group, stimulated or
not with MSU, in comparison to NP group. Monocytes from preeclamptic pregnant and non-
pregnant women stimulated with MSU showed higher TNF-a production in comparison to
the basal levels produced by these cells.

Discussion

In pregnant women with PE clevated serum levels of uric acid associated with increased pro-
duction of pro-inflammatory cytokines such as IL- 1§ and TNF-a by mononuclear cells from
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Fig 2. Gene expression of IL-18 (A) and IL-18 (B) by monocytes. Monocytes from pragnant women with preeciampsia (PE), normotensive pregnant
women (NT) and non-pregrant women (NP), were culured in the presence (MSU') or absence (MSU) of monosodium urate. Expréssion of IL-1 B (C) by
monocytes from non-pregnant women treated with 50 uM and 200 pM of Glybanclamide, in the presancs (MSU') or absence (MSU ) of monosodium urate

Results are shown as median_*P<0.05 shows significant diference between MSU groups; "P<0.05 shows significant difference between MSU' groups: #
P<0.05vsMSU"; *P<0.05 (MSU vsMSU' + G200), (MSUS0 ve MSUS0+G200), (MSU 100 vs MSU100+G200)
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peripheral blood [16], suggest participation of hyperuricemiain the pathogenesis of PE. It is
known that uric acid crystals (MSU) act as DAMP; activating the complex NLRP3 inflamma
some [40]. The results of the present study show higher gene expression of NLRP1 and NLRP3
receptors, caspase-1 as well as IL-1f, 1L-18 and TNF-« in peripheral blood monocytes of preg-
nant wonten with PE. These results suggest the endogenous activation of these cells, associated
with increased production of inflammatory cytokines compared with monocytes from normo-
tensive pregnant women.

It was observed that the gene expression of NLRP1, NLRP3 and caspase-1 have similar pro-
files to each other and higher expression in monocytes from pre-eclamptic women compared
with normotensive pregnant women and non-pregnant women groups, A recent study [35],
showed that unic acid activates the inflammasome in trophoblast cells, leading to [L-1§ secre-
tion and, suggesting that it is a novel mechanism for induction of inflammation in the mater-
nal-fetal interface and causing adverse pregnancy outcomes, including preeclampsia. Caspases
are important cysteinyl aspartate proteases in apoptosis and inflammation mechanisms [41].
Caspase-1 is an important inflammatory protein synthesized as pro-caspase-1, and becomes bi-
ologically activated when inflammasome starts its generation process [42,43]. It is recognized
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Fig 3. Gene expression of TNF-a by monocytes. Monocytes irom pregnant women with preeclampsia
(PE), normotensive pregnarnt woman (NT) and non-pregnant women (NP), were cultured in the presence
(MSU') or absence (MSU') of monosadium urate. Results are shown as madian. * P<0.05 shows significant
difference betweon MSU groups: 'P<0.05 shaws signficant déference between MSU* groups; € P<0.05 vs
Msu*

6i:10.1371joutnal pone 0129095.6003

in the literature that NLRP1, NLRP3, AIM2 and IPAF inflammasomes are responsible for cas-
pase-1 activation process, leading to the processing and release of IL-1f and 1L-18 [44],
According to Martinon ¢t al. {21 ], monosodium urate triggers the increase in gene expres
sion of NLRP3 and caspase-1 in lineage of THP 1 monocytes. Our results corroborate with
these authors, showing that the stimulus with MSU induces increased NLRP3 and caspase-1
expression in monocytes from women with PE and from non-pregnant women, while the
NLRPI gene showed only a tendency to increased expression by monocytes of pregnant
women with PE without statistical significance. Our results about reduction of gene expression
of caspase-1 and TL- 1[5 by monocytes stimulated with MSU in the presence of Glybenclamide,
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an inflammasome inhibitor [45] suggests that caspase-1 and IL-1§ expression are dependent
on NLRP3 activation by MSU. However, the precise molecular details of NLRP3 inflamma-
some in response to uric acid in preeclampsia remain to be elucidated. In the present study, the
demonstrated capacity of NLRP3 inflammasome in inducing IL- I} production suggests a role
for this mechanism in the systemic inflammatory response observed in preeclampsia.

The gene expression of NLRP1 and NLRP3 receptors, caspase-1, IL-1f, 1L-18 and TNF-«,
as well as the production of these cytokines was higher in monocytes from pregnant women
with PE stimulated with MSU compared with normotensive pregnant women.

PE

. BMSU-  IMSU+ ’.—+' BMSU- CJMSU+
| + ! 30 e Y
e =
_ 25 "

—
20 5
15 -
# - 10
5
0 , | g
NT NP NT NP

IL-18 (pg/mL)

PE

Fig 5. TNF-a production by monocytes. Monocytes from pregnant women with preeciampsia (PE |, nommotensive pregnant women (NT) and non-pregnant
women (NP), were cultured In the presence (MSU”) or absence (MSU ) of monosodium urate. Results are shown as median. *P<0.05 shows significant
dtference between MSU groups; *P«<0.05 shows significant difference between MSU* groups:; # P<0.05 vs MSU"
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However, when compared to monocytes from healthy women, this increase is significant
only in transcriptional, but not in protein level, This difference between gene expression and
production of cytokines could be related to the fact that multiple ribosomes can translate a sin-
gle mRNA molecule at the same time. Ribosomes groups called polysome, allow the simulta-
neous production of multiple strings of amino acids (polypeptides). These polypeptides may be
complete or require further processing to become mature and to acquire a three-dimensional
conformation [46],

The production of IL-1f, IL- 18 and TNF-a by monocytes from non-pregnant women stim-
ulated with MSU was increased, reaching a maximum level of production, similar to that ob-
served in pregnant women with PE. These results confirm the ability of uric acid in exerting
stimulatory effect on inflammatory activity of these cells by inflammasome activation repre-
sented by high expression of the genes encoding the NLRP3 receptor and caspase- | protein, as
well as increase in the inflammatory cytokines 1L-1p and IL-18 production after cell stimula-
tion in NP group.

In preeckamptic women there was no significant increase in gene expression and production
of IL-1§ after monocyte stimulation with MSU as showed in Fig 2. This phenomenon may be
occurred probably because the cells were already significantly activated in PE, and producing
higher endogenous levels of this cytokine, Siljee et al, [47] suggest that increased serum levels
of [L- 1§ during the first trimester of pregnancy, in the absence of other inflammatory proteins,
can be considered an early biomarker of PE onset, and an important pathogenic factor for the
development of this disease.

Monaocytes from normotensive pregnant women stimulated with MSUL in turn, have lower
gene and protein expression of inflammatory cytokines IL-1f3, IL-18 and TNF-« in relation to
PE and NP groups. The lowest gene expression of these cytokines by monocytes from NT
group could be due to the regulatory activity of I1.-10 on these cells. The predominance of
higher levels of this anti-inflammatory cytokine predominance in normal pregnancy acts to
minimize the deleterious effects of excessive inflammatory response, being able to regulate the
inflammatory response that occurs during pregnancy by controlling the IL-1f and TNF-u gene
expression [48]. It is known that IL-10 exerts a potent inhibitory effect on the production of in-
flammatory cytokines such as TL-1B and TNF-« by activated monocytes [19]. However, in PE,
this regulation does not occur adequately, and the balance is altered, with decreased [L-10 and
increased TNF-a [50], In previous work, it was shown that monocytes from preeclamptic preg:
nant women produce endogenous [L-10 significantly lower than in normotensive pregnant
women, while TNF-« values are high [13], confirming the findings in the literature [12,51].

In the present study no significant differences were detected between preeclamptic and NP
groups in relation to endogenous IL-18 gene expression and cytokine production. However,
monocytes from these both groups produced higher levels of IL-18 after MSU stimulation
(Figs 28 and 4B). Pro-1L-18 is constitutively present in healthy people monocytes [52]. Then, it
wis expected that the increase in gene and protein expression was not as obvious as that of
other inflammatory cytokines. [L-18 is also secreted by inflammasome activation [53,54]. We
also observed that there was more intense production of IL-1§ than [L-18, demonstrated by
high levels of IL-1} secreted by monocytes from the three groups. It is believed that this may be
occurred because IL-18 also stimulates the secretion of Th2 cytokines with anti-inflammatory
activity [55], Thus, IL-18 induces Th1 and Th2 responses, acting asa cytokine with both in-
flammatory and anti-inflammatory profiles.

The production of proinflammatory cytokines is a critical step for an effective innate im-
mune response and is also a mechanism by which this response influences the subsequent de-
velopment of adaptive immune response [56], IL-1f and IL-18 are examples of key cytokines
which not only activates monocytes, macrophages and neutrophils but also specifically direct
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the development of the adaptive immune response of CDM+ T cells in humans and mice. The
differentiation of CD4+ T cells in the presence of IL- 1§ and IL-18 results in Th17 and Th1 ef-
fector cells, respectively [57,58]. The predominant profile of Th17 cells on regulatory T cells in
pregnant women with PE could act by modulating the Th1/Th2 balance [59], suggesting that
both innate and adaptive immunity are involved in the excessive inflammatory response that
occurs in this obstetric pathology [60].

The endogenous and MSU-induced gene expression of TNF-a, was higher in monocytes
from pregnant women with PE compared to NT and NP groups, while the cytokine production
was significantly higher in PE group than in the NT group. This increased TNF-a production
by monocytes from pre-eclamptic pregnant women confirms previous results from the litera-
ture [11,13, 61], demonstrating that elevated serum wric acid levels correlate with increased
production of TNF-o and free radicals released by monocytes from pregnant women with PE
compared to normotensive pregnant women | 14], These elevated levels of TNF-a in peripheral
blood of pre-eclamptic pregnant woman might activate NLRP1 and NLRP3 inflammasomes in
monocytes by its stimulatory effect on the nudear factor-xB transcription. The synthesis of
TNF-ct and IL-1B is controlled, in part, by NF-xB, which is more active in pregnant women
with PE cells [ 16]. NF-xB regulates the transcription of genes related 1o inflammation [62,63]
and TNF-a, in turn, acts stimulating NF-xB activation, and maintaining a cell cycle activation
[£4]. Thus, although not directly related to the inflammasome, TNF-ais an important inflam-
matory cytokine produced in the first activation signal of this multiprotein complex.

Activation of inflammasomes by MSU requires two signals. The first is the recognition of
MSU by the extracellular toll-like (TLR) receptor, leading to the nuclear transcription factor
(NF-xB) activation, and causing production of pro-1L-1f by monocytes, as previously de-
scribed in gout [ 22]. The second signal depends on phagocytosis of MSU crystals and their rec-
ognition by NLRP3 inflammasome in monocytes, resulting in activation of caspase-1 and
subsequent cleavage of pro-1L- 1 to produce active IL-1f. According to Bauernfeind et al. |63,
the need for this double stimulation to activate the inflammasome might be important for pre-
venting uncontrolled activation of NLRP3, a responsible that could lead to devastating conse-
quences in the host, as seen in autoinflammatory diseases.

In conclusion, the present results show, for the first time, that monocytes from preeclamp-
ticwomen have endogenous activation of the inflimmasomes NLRP1 and NLRP3 and secrete
higher levels of IL-1§, IL-18 and TNF-c. Stimulation of these cells with MSU, inducesincrease
in gene expression of NLRP3 receptor and caspase-1, as weel as [L-18 production, that is more
evident in pre-eclamptic pregnant and non-pregnant women groups. These results demon-
strate the role of uric acid in NLRP3 inflammasome activation and release of inflammatory
oytokines, suggesting the envolvement of this inflammatory complex in the pathogenesis
of preeclampsia.
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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é a principal causa de morbidade e mortalidade tanto
materna como fetal. O plasma dessas gestantes contém niveis elevados de
estruturas moleculares associadas ao estresse e morte celular (DAMPS), como
hialurona (HA) e proteinas de choque térmico (HSP) as quais podem interagir com
receptores presentes em células da imunidade inata e ativar um complexo
intracelular que promove a inflamacdo, denominado inflamassoma. O presente
estudo teve por objetivo avaliar o envolvimento das DAMPs, HA e Hsp70 na ativacéo
dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em mondcitos. Foram estudadas 20 gestantes
portadoras de PE, 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres ndo-gravidas
(MNG). O sangue periférico coletado foi centrifugado e o plasma armazenado a
-80°C para dosagem das DAMPs (HA, Hsp70 e High mobility group Box 1 (HMGB1).
Mondcitos de sangue periférico foram incubados na presenca ou auséncia das
DAMPs (HA e Hsp70) e o sobrenadante obtido ap6s 18h de cultivo foi utilizado para
dosagem das citocinas Interleucina-1p (IL-1B), IL-18 e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) por ELISA. A presencga de inflamassoma foi avaliada pela quantificagcdo de
RNAmM de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1p3, IL-18, HMGB1 e TNF-a por RT-gPCR.
Os resultados mostraram concentracdo plasmatica de HA, Hsp70 e HMGB1 e
expressao génica enddégena de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1B, TNF-a e HMGB1
significativamente maiores em gestantes com PE em comparacdo as GN e MNG.
Em relacdo a producédo enddgena de citocinas pelos mondcitos, IL-1B foi maior no
grupo PE em relacdo aos grupos GN e MNG, enquanto IL-18 e TNF-a foram
aumentadas apenas no grupo PE comparado ao grupo GN. Quando os mondcitos
foram estimulados com HA observou-se aumento da expressdo de RNAmM de
NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1B, TNF-a e HMGB1, enquanto Hsp70 estimulou
apenas a expressdo de RNAm de TNF-a. Todos os grupos apresentaram aumento
de IL-1B apds estimulo com HA e aumento de IL-1B e TNF-a quando estimulados
com Hsp70. A maior expressdo génica endégena de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-
18, HMGB1 e TNF-a em mondcitos de gestantes pré-eclampticas confirma o estado
de ativagdo dessas células na PE. A maior expressdo génica do inflamassoma
induzido com HA sugere que essa DAMP pode contribuir para a ativacdo desse
complexo em monécitos de gestantes com PE. Apesar de Hsp70 nao induzir

ativacdo do inflamassoma, contribuiu para producdo de IL-1B e TNF-a pelos
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mondcitos. Esses resultados sugerem a participacdo dessas DAMPS no processo
inflamatorio observado na PE.

1. INTRODUCAO

A adaptacdo materna a gestacdo requer uma interagdo 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).

Durante a gestagdo humana a principal causa de morbidade, mortalidade e
parto prematuro entre 2 a 10% das gestacbes (ACOG, 2002), é a pré-eclampsia
(PE), uma sindrome especifica da gravidez. Os parametros clinicos que identificam o
desenvolvimento dessa patologia sao: hipertensao arterial (PA =2 140 x 90 mmHg) e
proteinuria (= 300 mg/24h) (NHBPEP, 2000) que se manifestam a partir da vigésima
semana de gestacdo ou nos primeiros dias ap0s o parto. Outras disfuncdes
maternas também estdo relacionadas com PE, como insuficiéncia renal,
envolvimento hepético, complicacbes neurolégicas ou hematoldgicas, disfuncéo
Utero-placentaria ou restricdo de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al.,
2016).

Na PE ocorre uma reacao inflamatéria sistémica exacerbada que inclui
ativacdo de células inflamatérias, como mondcitos e granulécitos, bem como células
endoteliais, que sao parte do sistema inflamatério (Schuiling et al., 1997; Redman et
al., 1999; Borzychowski et al., 2006). Essa patologia é caracterizada por producéo
excessiva de citocinas pro-inflamatorias (Johnson et al., 2002; Redman & Sargent,
2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al., 2007) bem como por alteragcdes na
producdo de citocinas reguladoras, como interleucina-10 (IL-10) e fator
transformador do crescimento beta (TGF-B) (Pestka et al.,, 2004; Peracoli et al.,
2008; Raghupathy, 2013). A producdo enddgena de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) por mondcitos do sangue periférico esta significativamente mais elevada em
gestantes pré-eclampticas do que em gestantes normais, sugerindo o estado de
ativacao dessas células (Peracoli et al., 2007; 2011; Cristofalo et al., 2013).

A ativacdo de leucocitos no sangue periférico de gestantes com PE esti
associada a genes relacionados a inflamacéo. Esses leucdcitos apresentam hiper-

regulacdo do gene da cadeia leve de NF-kB (NF-kB-1A) em gestantes com PE (Lok
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et al., 2009), ocorrendo também associacdo entre aumento de ativagdo do NF-kB e
maior producdo de TNF-a e IL-1B por células mononucleares de gestantes preé-
eclampticas em comparacdo a gestantes normotensas (Giorgi et al., 2012). A
producdo mais elevada de TNF-a e IL-18 em gestantes com PE sugere que os
efeitos deletérios das altas concentragdes circulantes de TNF-a e IL-1B podem estar
associados as manifestagfes mais graves da PE.

A resposta inflamatoria sistémica intensa na PE parece estar relacionada com
a liberacdo de substancias capazes de induzir inflamacdo como componentes
celulares presentes no plasma, derivados de proteinas, polissacarideos e lipideos,
bem como produtos da matriz extracelular, os quais sdo denominados padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPS) e considerados importantes moduladores
da resposta inflamatoria. As DAMPs séo representadas por moléculas como acido
arico (Matias et al., 2015), reativos intermediarios do oxigénio, proteinas de choque
térmico (HSPs) (Asea et al., 2002; Mandrekar et al., 2008), proteinas liberadas de
células como HMGB1 (Park et al., 2004) e produtos liberados da matriz extracelular,
como fibronectina e hialurona (Okamura et al., 2001; Campo et al., 2010; Said-
Sadier & Ojcius, 2012).

As Hsps sdo moléculas ubiquitarias e filogeneticamente conservadas, com
funcdes de chaperonas e com atividade citoprotetora (Hightower, 1991), presentes
em todos os organismos (Njemini et al., 2003). A inducéo de estresse oxidativo leva
a producéo de Hsp70, que regula a ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB e
a expressao do gene do TNF-a em mondcitos e macréfagos (Mandrekar et al.,
2008). Além disso, a liberagao de Hsp70 por mondécitos/macrofagos atua como “sinal
de perigo” estimulando a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-8 por linhagens de
macréfagos humanos, THP-1 (Lee et al.,, 2013). Concentracdo sérica elevada de
Hsp70 € descrita em gestantes portadoras de PE precoce, sendo esses resultados
significativamente maiores do que os obtidos em gestantes portadoras de PE tardia
(Peracoli et al., 2013).

High mobility group Box 1 (HMGB1) é uma proteina previamente descrita
como estritamente nuclear, devido a sua ligagdo ao DNA e papel na transcri¢ao,
reparacao e replicacdo de genes (Bustin, 1999) e posteriormente considerada como
citocina com potente atividade inflamatodria, devido suas func¢des extranucleares
(Holmlund et al., 2007). Em condig¢fes inflamatodrias ou de lesdo, HMGB1 pode ser
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secretada ativamente por células da imunidade inata como macrofagos e mondcitos
e, passivamente pelas células necroticas, sendo considerada “sinal de perigo”
(Wang et al., 2004). A literatura demonstra ainda que a liberacdo de HMGB1 em
endotoxemia € dependente da ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Lamkanfi et al.,
2010). Cultura de mondcitos estimulados com HMGB1 resulta na liberacdo de TNF-
a, IL-1a, IL-1B, IL-1RA, IL-6, IL-8, mas ndo de IL-10 ou IL-12 por essas células
(Andersson et al., 2000). HMGB1 esta aumentada no plasma de gestante com PE
qgquando comparadas com gestantes normotensas (Naruse et al.,, 2012), sendo
descrito que pode contribuir para o desenvolvimento da resposta inflamatoria em
pacientes com PE (Zhu et al., 2015).

O hialurona (HA) é um glicosaminoglicano da matriz extracelular, que em
ambientes inflamatorios sofre rapida degradacdo, resultando no acumulo de
fragmentos com baixo peso molecular (Fraser et al., 1997; Campo et al., 2010).
Esses fragmentos ativam a resposta pro-inflamatoéria via Toll-like receptor (TLR) 2 e
TLR4, agindo como DAMP, além de poder ativar o inflamassoma NLRP3 (Yamazaki
et al., 2009). Por outro lado, o HA de alto peso molecular gera resposta anti-
inflamatdria (Taylor et al., 2004; Scheibner et al., 2006; Stern et al., 2006). Niveis
plasmaticos elevados de HA sdo descritos em gestantes portadoras de PE e
eclampsia (Berg et al., 2001; Romao et al., 2014).

As DAMPs exercem seu efeito inflamatério por meio da interagdo com
receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) expressos em células da
imunidade inata. Esses receptores sédo considerados componentes centrais do
sistema imune inato e estdo envolvidos na resposta inflamatoria de monaocitos (Kim
et al., 2005; Mazouni et al., 2008). Os principais sdo os receptores semelhantes ao
Toll (TLRs), que reconhecem e ligam moléculas presentes na superficie de
patogenos (Koga & Mor, 2008), além de produtos enddgenos de células do
hospedeiro, que séo liberados durante lesdo tecidual e denominados “alarminas” ou
DAMPs (Matzinger, 2002; Kim et al., 2005). Assim a ativacdo dos TLRs por
microrganismos ou por produtos enddgenos pode regular tanto a fagocitose e
atividade microbicida, como também a liberacéo de citocinas inflamatorias (Krutzik et
al., 2005).

Outros receptores PRRs compreendem os membros da familia de receptores
Nod-like ou NLR (proteina contendo dominio de oligomerizacdo nucleotidica), que
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séo proteinas citosolicas que reconhecem PAMPs e DAMPs dentro do citoplasma da
célula do hospedeiro e recrutam outras proteinas, formando complexos de
sinalizacdo que promovem a inflamacdo e sdo denominados inflamassomas,
gerando formas ativas de IL-1B (Franchi et al., 2009).

ApGs interacdo com as DAMPSs, diversas proteinas NLRP3 idénticas formam
um oligbmero e cada NLRP3 do oligbmero se liga a uma proteina adaptadora
chamada ASC. Esta se liga a forma precursora inativa da enzima caspase-1 que €&
uma protease de cisteinilaspartato, importante nos mecanismo de apoptose e
inflamacédo (Fuentes-Prior & Salvesen, 2004). A caspase-1 é uma importante
proteina inflamatéria sintetizada na forma de pro-caspase-l e se torna
biologicamente ativa quando o inflamassoma inicia seu processo de formacéo
(Strowig et al., 2012; Davis et al, 2011) sendo responséavel por clivar a pro-IL-1B e a
pro-IL-18 em IL-1B e IL-18 biologicamente ativas que, subsequentemente, séo
secretadas para 0 meio extracelular (Dinarello, 1999; Pétrilli et al.,, 2007; Eder,
2009;. Franchi et al., 2009).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 é importante para a defesa do
hospedeiro e eliminacdo de patégenos como fungos, bactérias e virus, sendo os
produtos de sua ativacdo, IL-1B e IL-18 moléculas protetoras em varias infeccbes
(Dinarello & Fantuzzi, 2003; Dinarello, 2009). Também é ativado em condi¢cdes de
estresse celular ou injaria (Yang et al., 2012). Além disso, algumas evidéncias
indicam que o NLRP3 tem importante papel em doencas inflamatérias como
aterosclerose, gota e diabetes tipo | (Duewell et al., 2010; Grishman et al., 2011,
Kingsbury et al., 2012). Entretanto, os diferentes ligantes e 0 mecanismo exato da
ativacdo do inflamassoma NLRP3 ainda nao estdo bem esclarecidos (Strowig et al.,
2012). Varias moléculas enddgenas, consideradas sinais de perigo, tais como
cristais de acido urico, cristais de colesterol, hialurona, radicais livres derivados do
oxigénio e acidos graxos, quando em altas concentra¢gdes, induzem ativacado do
inflamassoma NLRP3, desempenhando papel importante em doencgas inflamatorias.
Mondcitos de gestantes pré-eclampticas apresentam hiperativacdo enddgena do
complexo inflamassoma, representada por maior expressdo génica e proteica de
NLRP3, caspase-1, IL-1B e de TNF-a em comparagado as gestantes normotensas
(Matias et al., 2015). Segundo Yang et al. (2012), uma melhor compreensédo da
natureza especifica desse inflamassoma seria importante para revelar a
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fisiopatologia molecular de varias doengas inflamatérias e para identificar
terapéuticas potenciais para controle dessas doencas.

Os dados da literatura demonstram que a PE apresenta resposta
inflamatoria exacerbada, representada pela ativacdo de células da imunidade inata.
Assim, o conhecimento das vias do inflamassoma em mondcitos ativados pelas
DAMPs, presentes no plasma e o perfil de citocinas produzido por mondcitos,
detectados no sangue periférico de gestantes portadoras de PE poderdo contribuir
para a melhor compreensao do envolvimento da imunidade inata na fisiopatologia
dessa importante patologia da gestacao.

O presente estudo teve por objetivo avaliar o envolvimento das DAMPs,
hialurona e Hsp70 na ativacdo dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em mondcitos

de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e mulheres ndo-gravidas.

2. CASUISTICA E METODOS

2.1. Casuistica
Foram estudadas 20 gestantes portadoras de PE (grupo de estudo) e 20

gestantes normotensas (grupo controle) que realizaram assisténcia pré-natal na
maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP. Também foram incluidas no estudo 20 mulheres saudaveis, nao-gravidas,
doadoras voluntarias do Banco de Sangue do Hemocentro da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP.

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem
antecedente, manifestaram hipertensao arterial (=2140x90mmHg) associada a
proteinuria (> 300mg em urina coletada durante 24 horas), apés a 20% semana de
gestacdo (NHBPEP, 2000).

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas
qguanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento esclarecido.
Para as gestantes com idade menor que 18 anos o termo foi assinado também por
seus pais ou responsaveis. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo n°
349.847).
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2.2. Colheita de sangue

Foram coletados 10 mL de sangue por pungcao venosa para avaliacdo da
expressao génica e producdo de citocinas por mondécitos de gestantes portadoras de
PE no momento do diagndéstico da doenca e, de gestantes normotensas ho momento
em que foram pareadas com as gestantes com PE. O sangue das mulheres nao-
gravidas foi obtido durante a doagdo de sangue.

2.3. Separacéao do plasma

Sangue periférico foi colhido por puncao venosa, sendo 10 mL colocados em
tubo estéril contendo 10 U/mL de EDTA (Greiner bio-one, Americana - Brasil), ap0s
centrifugacéo a 1500 rpm por 10 min, o plasma obtido foi armazenado a -80°C até o
momento da determinacdo das DAMPs (Hialurona, Hsp70 e HMGBL1) por ELISA.

2.4. Isolamento e cultura de mondcitos

Apos separacdo do plasma, as células mononucleares foram obtidas por
separacdo em gradiente de Ficoll-Pague Premium (GE Healthcare Bio-Sciences,
Uppsala, Sweden), segundo técnica previamente descrita (Peracoli et al., 2011). O
anel rico em células mononucleares foi lavado duas vezes com meio de cultura
RPMI por 10 min a 1500 rpm. Apds esse procedimento, as células foram
ressuspendidas em meio de cultura RPMI suplementado com 2mM de L-glutamina
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 40 ug/mL de gentamicina e 10% de soro bovino
fetal inativado (Gibco BRL Life Technologies, Breda, The Netherlands). Para
identificacdo dos mondcitos, 50 yL da suspensao de células mononucleares foram
incubados por 10 min a 37°C com 450 pL da solugcéo de vermelho neutro a 0,02%.
Os monocitos foram diferenciados por apresentarem citoplasma de coloragéo
vermelha e a concentracdo celular foi ajustada para 5x10°> mondécitos viaveis/mL. As
células foram distribuidas em placas de cultura de 24 orificios (Linbro, Flow Lab,
USA) e incubadas por 90 min a 37°C, em tensdo de 5% de CO,. As células néo-
aderentes foram eliminadas por lavagem dos orificios da placa com meio de cultura
RPMI.

2.5. Obtencéo de sobrenadante de cultura de monadcitos
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Os mondcitos obtidos conforme descrito no item 2.4., foram incubadas a
37°C, em tens&o de 5% de CO; por 18h, na auséncia ou presenga de 2,5 ng/mL
Hsp70 (Sigma) e 100 pg/mL Hialurona (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). O
sobrenadante obtido apds 18h de cultivo foi aspirado, centrifugado e distribuido em

aliquotas, conservadas a - 80°C até o momento da dosagem pela técnica de ELISA.

2.6. Determinacdo das DAMPs e das citocinas pela técnica de ELISA

Para quantificacdo das DAMPs (HA, Hsp70) no plasma e das citocinas IL-13 e
TNF-a nos sobrenadantes de cultura de mondcitos, tratados ou ndo com HA e/ou
Hsp70, foram empregados kits comerciais especificos obtidos da R&D Systems. A
IL-18 foi quantificada em plasma com kit MBL (MBL-Medical & Biological
Laboratories, Nagoya, Japan). O HMGB1 foi quantificado em plasma utilizando kit
IBL Internacional — Shino Test (Hamburg, Germany). Nos ensaios, as concentracdes
dos anticorpos monoclonais e policlonais, bem como das citocinas recombinantes
especificas, utilizadas nas curvas-padréo, foram recomendadas pelo fabricante. O
limite de sensibilidade dos kits foi de 0,4 ng/mL para hialurona, 125 pg/mL para
Hsp70, 0,1 ng/mL para HMGB1, 3,9 pg/mL para IL-1, 25,6 pg/mL para IL-18 e 15,6
pg/mL para TNF-a.

2.7. Avaliacdo da expresséo de transcritos relacionados a inflamacgéo

Os mondcitos foram submetidos a analise da expressdo em nivel
transcricional dos genes que codificam as proteinas NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-
1B, IL-18 e TNF-a. O RNA total dos mondcitos foi extraido por meio do sistema Total
RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp., Thorold, ONL2V4Y6, Canada), conforme
protocolo do fabricante. Apos a extragdo, a fim de garantir a completa remocéo de
DNA gendmico, 1ug de RNA total foi incubado com DNAse | Amp Grade
(Invitrogen®). A pureza e qualidade relativa de todas as amostras de RNA total
obtidas foram determinadas por espectrofotometria utilizando o equipamento
Nanodrop® 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific™. Posteriormente, a sintese
de DNA complementar (cDNA) para execucéo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
acoplada a transcricdo reversa (Reverse Transcription-coupled Polymerase Chain

Reaction — RT-PCR) foi realizada com 450ng de RNA total por 60ul de reacéo,
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utilizando ImProm-II"™ Reverse Transcription System, conforme protocolo do
fabricante.

A quantificacdo da expressdo génica de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-18, IL-
18 e TNF-a foi efetuada por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (RT-qPCR) utilizando GoTagq® RT-gPCR Master Mix
(Promega, Madison, WI, USA). O aparelho utilizado foi 7500 Fast Real Time PCR
Systems (Applied Biosystems, USA).

As diversas variantes dos alvos estudados foram alinhadas no programa
MEGA 5.05 e, posteriormente, cada iniciador foi escolhido por meio do programa
Primer-BLAST. Iniciadores situados na juncdo éxon-éxon garantem a pureza da
reacao, ou seja, a auséncia de qualguer DNA gendmico que possa contamina-la. As
sequéncias dos iniciadores utilizadas no presente estudo estdo detalhadas no
quadro 1.

Cada reacdo foi definida em duplicata no total de 20ul cada, o qual contém
0,3uM de cada iniciador (sense e anti-sense), 2ul de cDNA, 10ul de master mix e
6,8ul de agua livre de nuclease. Adicionalmente, foi inserido um controle, também
em duplicata, o qual foi incluido em cada reacdo a fim de provar que ndo ha
contaminacgao. As condi¢des para a reacdo de RT-gPCR foram: denaturacgao inicial a
96°C-2min e 40 ciclos a 95°C-15s e 60°C-60s, seguido de uma curva melting. A
amplificacdo de cada transcrito especifico foi confirmada pelo perfil da curva melting

gerada no final de cada reacéo.

Quadro 1: Sequéncias dos iniciadores para a analise da expressdo dos genes caspase-1,
IL-1B, IL-18, NLRP1, NLRP3 e TNF-a em estudo por RT-gPCR.

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer(5’-3’) GeneBank
NLRP1 (1728)TCCGGCTCCCATTAGACAGA(1747) (1810)AGACCCATCCTGGCTCATCT(1791) NM_033004.3
NLRP3 (2826)GAGGAAAAGGAAGGCCGACA(2845) (2917)TGGCTGTTCACCAATCCATGA(2897) NM_004895.4
CASP1 (1065)AGACATCCCACAATGGGCTC(1084) (1172)TGAAAATCGAACCTTGCGGAAA(1151) NM_033292.3
IL1B (544)GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC(564) (653)AACACGCAGGACAGGTACAG(634) NM_000576.2
18 (438)ACTGTAGAGATAATGCACCCCG(459) (517)AGTTACAGCCATACCTCTAGGC(496) NM_001562.3
TNF (325)GCTGCACTTTGGAGTGATCG(344) (462)GGGTTTGCTACAACATGGGC(443) NM_000594.3
HMGB1 (1404)TACGAAAAGGATATTGCTGC(1423) (1505)CTCCTCTTCCTTCTTTTTCTTG(1484) NM_001313893.1
GAPDH (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703) (801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782) NM_002046.4
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Os valores de expressdo dos transcritos analisados foram normalizados com
base na analise concomitante da expressdo do gene codificador da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). O calculo da expresséao diferencial
dos genes selecionados foi efetuado pelo método de processamento de dados em
relacdo a uma curva padrao (Larionov et al., 2005). Todas as condi¢des, inclusive o
GAPDH de cada amostra e o controle negativo da reacao (No template Control —
NTC; sem DNA) foram analisadas em duplicatas. Para analise da expressao relativa,
amostras de RNA obtidas de gestantes do grupo controle foram reunidas e, ap0s
andlise da expressdo génica, essa amostra recebeu o valor relativo de 100. Todas

as outras amostras receberam valores relativos a essa amostra.

2.8. Andélise Estatistica

Os resultados foram avaliados por andlise de variancia, empregando-se
testes ndo-paramétricos (Teste U de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido de
comparacdes multiplas pelo teste de Dunn), segundo o programa estatistico PRISM,
(Graph Prism for Windows, version 6.01, GraphPad, CA, EUA). O nivel de
significancia adotado para todos os testes realizados foi de 5% (p < 0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas clinicas dos grupos estudados

A andlise das caracteristicas clinicas das gestantes portadoras de PE,
gestantes normotensas e mulheres nédo gravidas (Tabela 1) mostrou ndo haver
diferenca estatistica entre a idade materna dos grupos avaliados. Da mesma forma,
nao houve diferencga significativa entre as gestantes com PE e normotensas, com
relacdo aos parametros de raca, idade gestacional e paridade. Os valores da
pressao arterial sistolica e diastolica foram significativamente maiores (p< 0,05) nas
gestantes portadoras de PE em relagdo as gestantes normotensas e mulheres ndo
gravidas. Adicionalmente, os niveis de proteinaria e de acido Urico foram
significativamente mais elevados (p< 0,05) no grupo de gestantes com PE em

comparag&o com o grupo de gestantes normotensas.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais.

Gestantes

Gestantes 5
. portadoras de Mulheres néo
Caracteristicas , ~ ) normotensas gravidas
pré-eclampsia (n = 20)
(n = 20) (n =20)
Idade (anos) 25 (15 — 40) 26 (14 — 41) 24 (21 — 40)
Cor Branca (%) 82,3 89,3 84,0
Nao-branca (%) 17,7 10,7 16,0
Idade gestacional
34 (24 - 40) 35 (23 — 39) -
(semanas)
: Nulipara (%) 63 68
Paridade . -
‘ Multipara (%) 37 32
Pressao arterial sistdlica
160" (140 — 200) 110 (90 — 112) 114 (100 — 120)
(mmHg)

Presséo arterial
diast6lica (mmHQ)
Proteinuria (mg / 24h)
Acido arico (mg/dL)

1107 (90 — 120)

1510* (300 — 19800)
5,8 (4,5 -10,1)

69 (63 — 70)

<300
3,8 (2,2 - 4,6)

70 (65 — 80)

ND
4,1(2,8-4,8)

Os valores estao expressos em percentagem ou em mediana, com os valores minimo e maximo entre
parénteses. ND = ndo determinado. * (p < 0,05) vs gestantes normotensas (teste U de Mann-
Whitney). # (p< 0,05) vs gestantes normotensas e mulheres ndo gravidas (teste de Kruskal-Wallis).

3.2. Concentracdo das DAMPs (hialurona, Hsp70 e HMGB1) no plasma

Na Tabela 2 estdo representadas as concentracfes plasmaticas de HA,

Hsp70 e HMGB1. Os niveis dessas DAMPs foram significativamente maiores no

plasma de gestantes portadoras de PE quando comparadas com gestantes

normotensas e mulheres nao gravidas.

Tabela 2. Concentracdes das DAMPs em plasma.

Gestantes

N , Gestantes Mulheres nédo
Parametros portadoras de pré- o
~ . Normotensas gravidas
eclampsia
. 1355 " 62,4 42,8
Hialurona (ng/mL) (20,4 — 296,8) (2,5 —199,7) (3,3 - 165,0)
907,1 "% 680,23 655,43
Hsp70 (pg/mL) (404,63 — 1272,8) (7,5 — 1090,4) (12,7 — 1083,4)
8,117 2,09 2,15

HMGB1 (ng/mL) (1,864 — 97,809)

(1,682 — 4,789)

(1,848 — 18,854)

Resultados expressos em mediana (valores minimo e maximo entre parénteses)

# (p<0,05) vs gestantes normotensas e mulheres ndo gravidas (teste de Kruskal-Wallis).



3.3.Expressdo de genes relacionados ao inflamassoma em monocitos
estimulados ou ndo com Hialurona

A expressao génica de NLRP1 e NLRP3 (fig 1A e 1B) encontra-se aumentada
em monaocitos de gestantes portadoras de PE, estimulados ou ndo com HA, quando
comparado com os grupos GN e MNG. Também € possivel notar menor expressao
dos genes NLRP1 e NLRP3 em mondcitos de GN, estimulados ou ndo com HA,
quando comparado com o grupo MNG. O grupo PE apresentou diferenca
significativa entre mondcitos ndo estimulados (HA-) e estimulados (HA+) com
aumento da expressao de NLRP1 e NLRP3 nos estimulados.

Observa-se ainda na figura 1C, que a expressado do gene da caspase-1 em
monaocitos de gestantes com PE, estimulados ou ndo com HA, foi maior quando
comparada com os grupos GN e MNG. Além disso, mondcitos de gestantes
normotensas, estimulados ou ndo com HA, tiveram menor expressao de caspase-1
em comparacdo com o grupo de mulheres ndo gravidas. Os grupos PE e MNG
apresentaram diferenca significativa entre mondcitos ndo estimulados (HA-) e
estimulados (HA+) com aumento da expressdo de caspase-1 nos estimulados. O
tratamento das células com 200 pM de glibenclamida, composto capaz de inibir o
inflamassoma NLRP3, induziu menor expressdo de caspase-1 por mondcitos de
mulheres ndo-gravidas, mesmo quando estimulados com HA (HA+) (fig 1D).
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Figura 1: Expressdo génica de NLRP1 (A), NLRP3 (B) e caspase-1 (C) em mondcitos de gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres ndo gravidas (MNG),
estimulados ou ndo com Hialurona (HA). Expresséo de caspase-1 (D) por monécitos de mulheres ndo
gravidas cultivados com 50 uM ou 200 uM de glibenclamida e estimulados ou ndo com HA. * p<0,05
entre os grupos HA-; + p<0,05 entre os grupos HA+; # p<0,05 entre HA- e HA+; « p<0,05 entre os
tratamentos (teste de Kruskal-Wallis).

O aumento da expressdo génica da citocina IL-1p (fig 2A) € observado em
mondcitos de gestantes portadoras de PE, estimulados ou ndo com HA, quando
comparado com os grupos GN e MNG. Além disso, é possivel notar diminuicdo na
expressao do gene IL-1B em mondcitos de GN, estimulados ou ndo com HA, quando
comparado com o grupo MNG. Foi demonstrado ainda que o estimulo com hialurona
(HA+) induz aumento da expressédo génica de IL-13 em mondcitos de gestantes com
PE e no grupo MNG.

Com relacdo a IL-18 (fig 2B) observa-se maior expressdo em monaocitos de
gestantes com PE, estimulados ou ndo com HA, em comparagdo com o grupo GN.
Além disso, mondcitos do grupo GN estimulados com HA, apresentaram menor
expressdo génica dessa citocina em relacéo ao grupo MNG.

Observa-se ainda que 200 pM de glibenclamida foi capaz de inibir a
expressdo de IL-1B por mondcitos de mulheres nao-gravidas, mesmo quando
estimulados com HA (HA+) (fig 2C).
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A expresséo génica de HMGB1 (fig 2D) foi maior em mondcitos de gestantes
portadoras de PE, estimulados ou ndo com HA, quando comparado ao grupo GN.
Menor expressdo desse gene foi detectada em monécitos de GN, estimulados ou
nao com HA em comparacdo com o grupo MNG. Observa-se ainda que o HA foi
capaz de estimular a expressao génica de HMGB1 no grupos PE e MNG.

Na figura 2E observa-se grande aumento da expressao génica de TNF-a em
monaocitos de gestantes com PE, estimulados ou ndo com HA, quando comparados
com os grupos de GN e MNG. No entanto, o grupo de gestantes normotensas
apresentou menor expressao de TNF-a em mondcitos estimulados com HA (HA+) do
que no grupo MNG. Além disso, observa-se diferenca significativa entre a expressao
génica de TNF-a em mondcitos ndo estimulados (HA-) e estimulados com HA (HA+),

de gestantes com PE e de MNG.
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Figura 2: Expressdo génica de IL-18 (A), IL-18 (B), HMGB1 (D) e TNF-a (E) em mondcitos de
gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres nédo gravidas
(MNG), estimulados ou ndo com Hialurona (HA). Expressao de IL-1B (C) por mondcitos de mulheres
nao gravidas cultivados com 50 uM ou 200 uM de glibenclamida e estimulados ou ndo com HA. *
p<0,05 entre os grupos HA-; + p<0,05 entre os grupos HA+; # p<0,05 entre HA- e HA+; « p<0,05 entre
os tratamentos (teste de Kruskal-Wallis).

3.4.Producdo de citocinas por monocitos estimulados ou ndo com
Hialurona

Na figura 3A observa-se producdo endogena de IL-1B, produzida por

monocitos de gestantes portadoras de PE significativamente mais elevada em
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relacdo aos grupos GN e MNG. O estimulo com HA induziu maior producao de IL-13
pelas células de gestantes pré-eclampticas apenas quando comparada ao grupo
GN. Também é possivel notar diminuicdo dos niveis da citocina em mondcitos de
GN estimulados com HA na comparacdo com o grupo MNG. Além disso, observa-se
diferenca significativa entre a producdo de IL-1p por mondcitos dos trés grupos
estudados, estimulados com HA (HA+) e a producdo basal de citocina por essas
células.

Observou-se aumento da producao de IL-18 por mondcitos de gestantes com
PE nao estimulados com HA, em relagcédo ao grupo GN (Figura 3B). Nota-se também
diminuicdo nos niveis da citocina por mondcitos de GN, ndo estimulados com HA,
guando comparada com o grupo MNG. No entanto, observou-se producéo
significativamente menor de IL-18 por mondcitos de gestantes com PE e de
mulheres ndo gravidas estimulados com HA (HA+) quando comparados com a
producédo por células que ndo foram estimuladas (HA-).

Na figura 3C observa-se maior producdo endodgena e estimulada com HA de
TNF-a por monécitos de gestantes portadoras de PE em relacdo ao grupo GN.
Também ¢é possivel notar menor liberagcdo da proteina TNF-a por mondcitos de
gestantes normotensas, estimulados ou ndo com HA, quando comparado com o
grupo MNG. Além disso, monécitos de mulheres ndo gravidas estimulados com HA
apresentaram maior producdo de TNF-a em relacdo a producdo basal por essas
células. Ndo houve diferenca significativa entre os niveis basais e estimulados por

HA em mondcitos de gestantes pré-eclampticas.
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Figura 3: Producéo de IL-1B (A), IL-18 (B) e TNF-a (C) por mondcitos de gestantes portadoras de
pré-eclampsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres ndo gravidas (MNG), estimulados ou
ndo com Hialurona (HA). * p<0,05 entre os grupos HA-; + p<0,05 entre os grupos HA+; # p<0,05
entre HA- e HA+ (teste de Kruskal-Wallis).

3.5. Expressdao de genes relacionados ao inflamassoma em monaocitos
estimulados ou ndo com Hsp70

A expressdo génica de NLRP1, NLRP3 e caspase-1 (figura 4A, 4B e 4C)
encontra-se aumentada em mondcitos de gestantes portadoras de PE, estimulados
ou ndo com Hsp70, quando comparado com os grupos GN e MNG. Menor
expressao desses genes foi observada em mondcitos de GN, estimulados ou ndo
com Hsp70, quando comparado com o grupo MNG. O estimulo com Hsp70 néo
alterou a expressado génica de NLRP1, NLRP3 e caspase-1 nos trés grupos

estudados.
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Figura 4: Expresséo génica de NLRP1 (A), NLRP3 (B) e caspase-1 (C) em mondcitos de gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres ndo gravidas (MNG),
estimulados ou ndo com Hsp70. * p<0,05 entre os grupos Hsp70-; + p<0,05 entre os grupos
HSP70+; # p<0,05 entre Hsp70- e Hsp70+ (teste de Kruskal-Wallis).

O aumento da expressdo génica da citocina IL-18 (fig 5A) é observado em
monaocitos de gestantes portadoras de PE, estimulados ou ndo com Hsp70, quando
comparado com os grupos GN e MNG. No entanto, o grupo GN apresenta
diminuicdo na expressdo do gene IL-18 em mondcitos estimulados ou ndo com
Hsp70, quando comparado com o grupo MNG. A expressao génica de IL-18 (fig 5B)
e HMGBL1 (fig 5C) tanto endégena como estimulada por Hsp70 em mondécitos de
gestantes portadoras de PE estd aumentada em relacdo ao grupo GN. Menor
expressdo do gene HMGBL1 foi detectada em mondcitos de GN, estimulados com
Hsp70 em comparacdo com o grupo MNG. O estimulo com Hsp70 ndo induziu
aumento da expressdo genica de IL-1B, IL-18 e HMGB1 por mondécitos dos trés
grupos estudados.

Na figura 5D observa-se aumento da expressdo génica de TNF-a em
monocitos de gestantes com PE, estimulados ou ndo com Hsp70, quando
comparados com os grupos de GN e MNG. Além disso, observa-se diferenca
significativa entre a expressédo génica de TNF-a em mondcitos ndo estimulados

(Hsp70-) e estimulados com Hsp70 (Hsp70+), em todos os grupos estudados.
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Figura 5: Expresséo génica de IL-18 (A), IL-18 (B), HMGB1 (C) e TNF-a (D) em mondcitos de
gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres ndo gravidas
(MNG), estimulados ou ndo com Hsp70. * p<0,05 entre os grupos Hsp70-; + p<0,05 entre 0s grupos
Hsp70+; # p<0,05 entre Hsp70- e Hsp70+ (teste de Kruskal-Wallis).

3.6.Producao de citocinas por mondécitos estimulados ou ndo com Hsp70

Na figura 6A observa-se producdo endogena de IL-1B, produzida por
monocitos de gestantes portadoras de PE significativamente mais elevada em
relacdo aos grupos GN e MNG. O estimulo com Hsp70 induziu maior producdo de
IL-18 pelas células de gestantes pré-eclampticas apenas quando comparada ao
grupo GN. Também é possivel notar diminuigdo dos niveis da citocina em mondcitos
de GN estimulados com Hsp70 comparado com o grupo MNG. Além disso, observa-
se diferenca significativa entre a producdo de IL-13 por mondcitos dos trés grupos
estudados, estimulados com Hsp70 (Hsp70+) e a producdo basal dessas células
(Hsp70-).

Observou-se aumento da producado de IL-18 por monécitos de gestantes com

PE nédo estimulados com Hsp70, em relacdo ao grupo GN (Figura 6B). Nota-se
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também diminuicdo nos niveis endégenos da citocina por monécitos de GN quando
comparada com o grupo MNG. O estimulo com Hsp70 ndo induziu aumento da

producao de IL-18 por mondcitos dos grupos PE, GN e MNG.

. [1HSP70- EHSP70+ B . THSP70- ZHSP70+
A T T 1 25 ! x
1000 + + # —
— 900 f " —)
-E‘ 800 - 20 #
= 700 7 E 15
2 600 g
& S0 -
= 400 % - 0
= 300 # 4
200 5
100
0 0
PE GN MNG PE GN MNG
CIHSP70- 2 HSP70+
250 C . =
—
+
200 ! 1
H
150
?n #
2
= 100
3
Z 50
= #
0 [/
PE GN MNG

Figura 6: Producéo de IL-18 (A), IL-18 (B) e TNF-a (C) por mondcitos de gestantes portadoras de
pré-eclampsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres ndo gravidas (MNG), estimulados ou
nao com Hsp70. * p<0,05 entre os grupos Hsp70-; + p<0,05 entre os grupos Hsp70+; # p<0,05 entre
Hsp70- e Hsp70+ (teste de Kruskal-Wallis).

Na figura 6C observa-se maior concentracdo de TNF-a tanto endégena como
estimulada com Hsp70 produzida por monécitos dos grupos PE e MNG em relagéo
ao grupo GN. Além disso, mondcitos de gestantes portadoras de PE, de
normotensas e mulheres ndo gravidas estimulados com Hsp70 apresentaram maior

producdo de TNF-a em relagéo a producgéo basal por essas células.

4.  DISCUSSAO
O presente estudo avaliou a participacdo das DAMPs, HA, Hsp70 e HMGBL1
na resposta inflamatodria sistémica observada na PE. As concentracdes plasmaticas
dessas DAMPs foram significativamente maiores em gestantes portadoras de PE
guando comparadas com gestantes normotensas e mulheres ndo gravidas. Esses
resultados confirmam estudos prévios da literatura (Berg et al., 2001; Naruse et al.,
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2012; Peracaoli et al., 2013; Romao et al., 2014; Zhu et al., 2015) evidenciando a
presenca de niveis sistémicos elevados dessas DAMPs nas gestantes preé-
eclampticas e sua participacdo na patogénese da PE. A origem dessas DAMPSs, no
plasma, ndo é conhecida, mas existem evidéncias de que podem ser liberadas a
partir de tecidos lesados e células necroticas e incluem componentes de matriz
extracelular degradados, proteinas de choque térmico, proteina HMGB1 e &cidos
nucleicos, entre outros. Na PE, muitas dessas DAMPs séo conhecidas por contribuir
tanto para a inflamacédo placentaria local como para a inflamacao sistémica e a
disfuncdo endotelial. Considerando que na PE o sinciciotrofoblasto placentario é
submetido a estresse oxidativo e inflamatdrio, moléculas inflamatérias como Hsp70,
HMGB1, Galectin 3 e Synctin 1 sdo transportadas por microvesiculas e podem atuar
como DAMPs tanto na placenta quanto nas células mononucleares do sangue
periférico em gestantes com PE (lversen, 2013). Assim, a liberacdo pela placenta de
microvesiculas e nanovesiculas originadas do sinciciotrofoblasto para a circulagéo
materna, pode exercer atividade pro-inflamatoria, antiendotelial e pro-coagulante in
vitro, caracteristicas dessa sindrome materna (Sargent et al., 2003; Chen et al.,
2016). Segundo Khan & Hay (2015) é possivel que estas microparticulas possam
atuar como DAMPs, induzindo hiperativagcdo de inflamassoma e resultando no
estado inflamatério exagerado na PE. Em trabalho recente demonstramos ativacéo
do inflamassoma NLRP3 em placenta de gestantes pré-eclampticas, representada
por aumento da expressao génica de NLRP3, caspase-1, IL-1B, TNF-a e HMGB1 e
niveis elevados de caspase-1 e dessas citocinas inflamatérias em homogenato
placentario (Weel et al., 2016).

No presente estudo, a analise da expressdo génica de NLRP1 e NLRP3, de
caspase-1, bem como de IL-1B, IL-18, HMGB1 e TNF-a em mondcitos do sangue
periférico de gestantes portadoras de PE mostrou que esses parametros encontram-
se elevados nessas gestantes e confirma resultados anteriores da ativacao
espontanea desses inflamassomas na PE (Matias et al., 2015). Esses resultados
associados com aumento da expressao protéica das citocinas inflamatérias IL-1,
TNF-a e HMGB1 demonstram ativacdo enddgena dessas células quando
comparados com monadcitos de gestantes normotensas. Assim, a ativacdo endogena
de inflamassomas em mondcitos circulantes de gestantes pré-eclampticas sugere

gue essas células podem ser ativadas por alarminas ou DAMPs presentes no
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plasma. E descrito que esses complexos que promovem a inflamagdo podem ser
ativados por moléculas derivadas do hospedeiro, demonstrando que nosso sistema
imunologico ndo € apenas capaz de reconhecer particulas estranhas, mas também
pode reagir a indicadores enddégenos de dano celular tais como ATP extracelular,
(Mariathasan et al., 2006) estresse metabdlico (Schroder et al., 2010), hialurona, um
dos principais componentes da matriz extracelular que é liberada durante lesédo
tecidual (Yamasaki et al., 2009), acido urico, reativos intermediarios do oxigénio,
entre outras DAMPs (Said-Sadier & Ojcius, 2012).

No presente estudo, o estimulo dos mondcitos de gestantes pré-eclampticas
com HA induziu aumento da expresséo génica de NLRP3 e caspase-1, confirmando
os resultados de Yamazaki et al. (2009). No entanto, as células de gestantes
portadoras de PE também apresentaram aumento da expressao génica de NLRP1
guando estimuladas com HA. Essa ligacdo do HA no inflamassoma NLRP1 pode ser
explicada devido a um polimorfismo de NLRP1 variante rs12150220 (L155H)
encontrado em gestantes portadoras de PE (Pontillo et al., 2015).

A expressado génica de IL-1B3, TNF-a e HMGB1 em mondcitos de gestantes
pré-eclampticas e mulheres nao-gravidas estimulados com HA mostrou-se
aumentada quando comparada com gestantes normotensas. Esses resultados, em
conjunto com a diminuigdo da expressao de caspase-1 e IL-1 quando os mondcitos
foram cultivados com HA e glibenclamida, inibidor do inflamassoma (Lamkanfi et al,
2009) comprovam que HA exerce efeito estimulador sobre a atividade inflamatoria
dessas células por meio da ativacao do inflamassoma. Os resultados da ativacao
dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em mondcitos de gestantes prée-eclampticas e
de mulheres néo gravidas induzidos por HA sdo semelhantes aos obtidos
previamente por estimulo com urato monossédico (Matias et al., 2015) e sugerem
que as DAMPs, HA e acido urico, quando em concentracfes elevadas no plasma,
podem estar envolvidas no processo inflamatorio sistémico pela manutencdo da
ativacdo dos mondcitos das gestantes com PE.

Em relacdo ao estimulo com Hsp70, este ndo foi capaz de aumentar
significativamente a expressdo de NLRP1, NLRP3 e caspase-1, sugerindo que essa
DAMP néo ativa os inflamassomas. Nossos resultados mostram que o estimulo de
mondcitos com Hsp70 induziu aumento da producdo de IL-1B e TNF-a, sugerindo

que outra via de ativagcdo possa estar envolvida, provavelmente a via do TLRA4.
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Mandrekar et al. (2008) demonstraram que a indugcdo de estresse oxidativo leva a
producdo de Hsp70, que regula a ativagao do fator de transcricdo nuclear NF-kB e a
expressao do gene do TNF-a em mondcitos e macréfagos. De acordo com por Lee
et al. (2013) Hsp70 recombinante humana induz a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias via interacdo com o receptor TLR4. Segundo Netea et al. (2009; 2010)
mondcitos humanos do sangue periférico, diferentemente dos macrofagos teciduais,
possuem a caspase-1 constitutivamente ativada sendo, portanto, capazes de clivar a
pré-IL-1B em IL-13 biologicamente ativa somente com um sinal de ativagao, como a
interac&o de ligantes com os receptores TLR2 e TLR4. Assim, a producédo de IL-1B &
diferentemente regulada em mondcitos e macrofagos, refletindo as diferentes
funcdes dessas células na defesa do hospedeiro e na inflamacédo e representando
uma adaptacao de cada célula ao seu respectivo ambiente.

A ativacao dos inflamassomas geralmente requer dois sinais. O primeiro sinal
consiste na ativacdo do receptor TLR resultando na producéo de pro-IL-13 e pro-IL-
18, assim como no aumento da transcricdo e traducdo de moléculas como NLRP3.
O segundo sinal esta relacionado com a montagem e ativacdo do inflamassoma e
pode ser ativado por uma variedade de estimulos (Martinon et al., 2006). Segundo
Bauernfeind et al. (2009) a necessidade dessa dupla estimulacdo para ativar o
inflamassoma poderia ser importante para impedir a ativacdo descontrolada de
NLRP3, responsavel por consequéncias devastadoras no hospedeiro, como ocorre
em doencas auto-inflamatérias.

Os niveis elevados de TNF-a em gestantes pré-eclampticas poderiam atuar
no complexo inflamassoma pelo seu efeito estimulador sobre o fator de transcricao
nuclear-kB. A sintese de TNF-a, bem como da IL-1 é regulada, em parte, pelo NF-
KB, que esta mais ativo em células de gestantes com PE (Giorgi et al, 2012). Esse
fator regula a transcricdo de genes relacionados a inflamagcdo (Matsusaka et al,
1993; Striz et al, 2011) e o TNF-a, por sua vez, age estimulando a ativagado de NF-
kKB, mantendo um ciclo de ativagdo celular (Vallabhapurapu & Karin, 2009). Sendo
assim, apesar de nédo estar diretamente relacionado com o inflamassoma, TNF-a é
uma importante citocina inflamatoéria produzida no primeiro sinal de ativacdo desse
complexo multiproteico. Estudo recente demonstrou que o estimulo in vitro com
TNF-a induz, precocemente, a expressdo de RNAmM de NLRP3 em linhagem de

adipécitos 3T3-LI que é detectada logo apés uma hora de cultivo, atingindo a
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concentracdo maxima 3 h apds a estimulacdo e sugerindo que o gene NLRP3 é um
gene responsivo imediato ao TNF-a. A expressdo de NLRP3 induzida por TNF-a
nessas células depende da via ERK, provavelmente em coordenacdo com a via do
NF-kB (Furuoka et al., 2016). Além disso, de acordo com Bauernfeind et al. (2016),
niveis sistémicos elevados de TNF-a sédo responsaveis pelo aumento da expressado
de NLRP3 e atividade de caspase-1 em tecidos adiposos e figado em camundongos
idosos, sugerindo que a via do inflamassoma NLRP3 tem importante papel nos
processos inflamatdérios estéreis.

Mondcitos de gestantes normotensas estimulados com HA e Hsp70
apresentam menor expressdo das citocinas inflamatorias IL-18, IL-18, TNF-a e
HMGB1 em relacdo ao grupo das gestantes pré-eclampticas e de mulheres nao
gravidas. Essa menor expressao observada nas gestantes normotensas poderia ser
decorrente da regulacdo exercida por IL-10 nessas células. O predominio da citocina
anti-inflamatoéria 1L-10 na gestacdo normal atua na minimizagdo dos efeitos
deletérios de uma resposta inflamatéria excessiva, sendo capaz de regular a
resposta inflamatéria que ocorre na gestacédo pelo controle da expressao génica de
IL-1B e TNF-a. Em trabalho anterior demonstrou-se que monécitos de gestantes pré-
eclampticas produzem niveis enddgenos de IL-10 significativamente menores do que
gestantes normotensas, enquanto os valores de TNF-a encontram-se elevados
(Cristofalo et al., 2013), corroborando com os achados da literatura (Azizieh et al.,
2005).

Em concluséo, os resultados do presente trabalho mostram que mondcitos de
gestantes portadoras de PE apresentam ativacdo enddgena dos inflamassomas
NLRP1 e NLRP3 e expressam niveis elevados de IL-1j3, IL-18, HMGB1 e TNF-a. A
ativacdo desses inflamassomas associou-se a maior concentracdo plasmatica de HA
nessas gestantes. O estimulo de mondcitos com HA induziu maior expressédo génica
de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-13 e HMGB1, bem como a produgao de IL-1 foi
mais evidente nos grupos de gestantes pré-eclampticas e de mulheres nédo gravidas.
O estimulo de monécitos com Hsp70 contribuiu para producéo de IL-13 e TNF-a por
essas células por meio de mecanismo independente de ativacdo dos inflamassomas.
Esses resultados sugerem a participacdo dessas DAMPs na resposta inflamatoria
sistémica, caracteristica da PE. O estudo de mecanismos envolvidos na ativagdo de
mondocitos por DAMPs, dependentes ou ndo de inflamassomas, em gestantes
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portadoras de PE permitird melhor compreensdo dessa importante sindrome
inflamatoria da gestacéo.
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RESUMO
A pré-eclampsia (PE) se caracteriza por ativagdo anormal do sistema imune
inato e adaptativo. No plasma dessas gestantes moléculas denominadas padrbes
moleculares associados ao dano (DAMPSs) tais como, proteina de choque térmico
(Hsp70), Hialurona (HA) e Acido Urico podem contribuir diretamente com a
patogénese dessa doenca. Essas DAMPs podem ativar o inflamassoma, resultando
na liberacdo de IL-1B e IL-18, citocinas que auxiliam a ativacdo de células T em
Thl7 e Thl, respectivamente. O presente projeto teve por objetivo avaliar o perfil
enddgeno das subpopulacgdes de células T (Thl, Th2, Treg e Thl7) através da
andlise dos fatores de transcricdo e o padrdo de citocinas produzidas por essas
células estimuladas com as DAMPs (Hsp70, hialurona e urato monossoédico). Foram
estudadas 20 gestantes portadoras de PE, 20 gestantes normotensas (GN) e 20
mulheres saudaveis nao-gravidas (MNG). Células mononucleares do sangue
periférico foram obtidas para avaliacdo da expressdo endbégena dos fatores de
transcricdo para células T-bet (Thl), GATA3 (Th2), RORc (Th17) e Foxp3 (Treg) por
citometria de fluxo. Essas células foram cultivadas na auséncia ou presenca das
DAMPs e o sobrenadante foi empregado para determinacdo das citocinas de perfil
Thl (IFN-y e TNF-B), Th2 (IL-4), Treg (IL-10 e TGF-B1) e Th17 (IL-17 e IL-22) por
ELISA. Os resultados mostraram polarizacdo para perfis inflamatérios Th1/Thl7 e
diminuicdo de perfis anti-inflamatoérios Th2/Treg em gestantes portadoras de PE
associados a niveis enddgenos elevados das citocinas inflamatorias TNF-a, IFN-y,
IL-17 e diminuidos de TGF-B e IL-10 quando comparadas com gestantes
normotensas. O estimulo das células com MSU induziu aumento de IFN-y, IL-22 em
todos os grupos estudados, enquanto os estimulos com MSU e HA induziram
aumento de IL-17 somente no grupo de normotensas. As DAMPs MSU e Hsp70
induziram aumento significativo da producdo de TNF-a nos grupos de PE e MNG.
Niveis significativamente elevados de TGF-B1 foram produzidos por células
gestantes portadoras de PE estimuladas com MSU, HA e Hsp70, enquanto HA e
Hsp70 induziram diminui¢do da producao dessa citocina em gestantes normotensas.
A ativagcdo endogena para perfil Th1l/Thl7 e expressdo elevada de citocinas
inflamatorias em gestantes pré-eclampticas demonstram o desbalanco inflamatorio
presente nessas gestantes. O estimulo com as DAMPs foi capaz de estimular a
resposta inflamatdria em gestantes pré-eclampticas sugerindo que essas alarminas
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desempenham papel na ativagcdo do sistema imune adaptativo e na liberagdo de
citocinas inflamatorias participando na patogénese dessa importante sindrome da

gestacao.

1. INTRODUCAO

A principal causa de morbidade e mortalidade em 2 a 10% das gestacfes
(ACOG, 2002), é a pré-eclampsia (PE), uma sindrome especifica da gravidez. Essa
sindrome é identificada pelos parametros clinicos: hipertensao arterial (PA = 140 x
90 mmHg) e proteindria (= 300 mg/24h) (NHBPEP, 2000) a partir da vigésima
semana de gestacdo ou até 120 dias apos o parto. Outras complicacbes maternas
também podem ser relacionadas a PE, como insuficiéncia renal, complicacdes
neurolégicas ou hematoldgicas, envolvimento hepético ou restricdo de crescimento
fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al., 2016).

Na PE ocorre uma reacdo inflamatoria sisttmica exacerbada caracterizada
por producao excessiva de citocinas pro-inflamatérias (Johnson et al., 2002; Redman
& Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al., 2007) e por alteracbes na
producdo de citocinas reguladoras, como interleucina-10 (IL-10) e fator
transformador do crescimento beta (TGF-B) (Peragoli et al., 2008; Raghupathy,
2013). A resposta inflamatéria sistémica intensa na PE parece estar relacionada com
a liberacdo de substancias capazes de induzir a inflamacao e que sdo denominados
padrées moleculares associados ao dano (DAMP). As DAMPs sao representadas
por moléculas como acido uUrico (Matias et al., 2015), reativos intermediarios do
oxigénio, proteinas de choque térmico (HSPs) (Asea et al., 2002; Mandrekar et al.,
2008) e produtos liberados da matriz extracelular, como fibronectina e hialurona
(Okamura et al., 2001; Campo et al., 2010).

E por meio da interagdo com receptores de reconhecimento de padréo
(PRRs), expressos em células da imunidade inata, que as DAMPs exercem seu
efeito inflamatdrio. Os principais sdo os receptores semelhantes ao Toll (TLRs), que
reconhecem e ligam moléculas presentes na superficie de patdégenos (Koga & Mor,
2008), além de produtos endogenos de células do hospedeiro, que séo liberados
durante les&o tecidual e denominados “alarminas” ou DAMPs (Matzinger, 2002; Kim
et al.,, 2005). Outros receptores PRRs compreendem os membros da familia de

receptores Nod-like ou NLR (proteina contendo dominio de oligomerizagcéao
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nucleotidica), que séo proteinas citosdlicas que reconhecem PAMPs e DAMPs no
citoplasma da célula do hospedeiro, formando complexos denominados
inflamassomas, como o NLRP3, que geram formas ativas de IL-1B (Franchi et al.,
2009). Em trabalhos recentes de nosso laboratério, foi demonstrado que as DAMPs
urato monossodico (MSU) e hialurona (HA) sdo capazes de ativar o inflamassoma
NLRP3, resultando no aumento da producdo de IL-1B por mondcitos de gestantes
portadoras de PE, enquanto a Hsp70, apesar de ndo estimular o inflamassoma, é
capaz de aumentar a producdo de IL-1B por mondcitos de gestantes portadoras de
PE (Matias et al., 2015; Romao-Veiga et al., 2017).

Além da ativacdo da imunidade inata na PE, tem sido observada a producao
predominante de citocinas de perfil Thl, como IL-2, IL-6, interferon-gama (IFN-y),
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e IL-12 (Saito et al., 1999; Darmochwal-Kolarz
et al., 2002; Saito & Sakai, 2003; Tosun et al., 2010). Durante os estagios iniciais da
gestagdo, é observado um balanco entre as células do tipo Th1/Th2 resultando no
desenvolvimento da toleréncia materna. Células T naive com fenétipo CD4" podem
se diferenciar em células Thl, Th2, Thl7 e T regulatérias (Treg), dependendo do
estimulo a que estéo sujeitas (Saito et al., 2007a; Saito, 2010).

As citocinas IL-1B e IL-18, liberadas ap0Os ativacdo do inflamassoma pelas
DAMPs, sdo potentes mediadores inflamatérios e importantes na ativacdo da
resposta imune adaptativa, sendo importantes na polarizacdo de células T em Th17
e Thil, respectivamente (Conforti-Andreoni et al., 2011; Lasiglié et al., 2011; Liu et
al., 2013; Land, 2015). Ja as células Th, se diferenciam na presenca de IL-4,
enquanto as células T reguladoras, importantes ha manutencdo da auto-tolerancia e
na regulacdo da inflamacdo, desempenham importante papel na manutencdo da
gestacado e sao diferenciadas na presenca de TGF-B (Saito et al, 2007b; Saito et al,
2010). A diferenciacdo de células T estd relacionada também com fatores de
transcricdo. Células Thl, Th2, Thl7 e Treg tém sua diferenciacdo regulada pelos
fatores de transcricdo T-bet (T box transcription factor), GATA3 (GATA binding
protein 3), RORc (retinoic acid-related orphan receptor C) e Foxp3 (forkhead box
P3), respectivamente (Jianjun et al, 2010). Estudos recentes mostram que as células
Thl, Th1l7 e Treg estdo relacionadas e possuem plasticidade podendo se converter
umas nas outras (Peck & Mellins, 2010; Saito et al, 2010).
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A literatura mostra que na PE existe ativagdo de resposta imune mediada por
células T, caracterizada pela producédo de citocinas de perfil Thl como IFN-y, IL-2 e
TNF-a, tanto no sangue periférico como na interface materno-fetal (Saito & Sakai,
2003). Esses linfocitos T estdo ativados e relacionados ao mecanismo inadequado
de tolerancia materna, presente nessa patologia. Portanto, na PE o perfil
predominante Thl induz ativacdo de macréfagos, de reacBes citotoxicas e
inflamatorias em detrimento do perfil Th2, relacionado a secrecdo de citocinas com
atividade anti-inflamatéria e reguladora como IL-10 e fator transformador de
crescimento beta (TGF-B) e que caracterizam o perfil imunolégico da gestagao
normal (Saito et al., 2010).

A subpopulagio de linfocitos CD4" denominada Th17, por sua capacidade de
producao de IL-17, foi descrita por participar de um fendtipo predominante Th1/Th17
sobre Th2/Treg em condi¢cdes inflamatérias crénicas. O aumento dessa
subpopulacdo pode contribuir para o desenvolvimento e progressédo de doencas
autoimunes ou reacdes de rejeicdo de enxertos (Darmochwal-Kolarz et al., 2012).
Santner-Nanan et al. (2009), relataram diminui¢do das células T reguladoras e um
aumento das células do tipo Thl7 no sangue periférico de mulheres com pré-
eclampsia quando comparadas com gravidas normais. Ja& Darmochwal-Kolarz et al,
(2012) demonstraram que células Th17 estdo aumentadas no sangue periférico de
gestantes com PE, enquanto tanto o numero, quanto a funcéo de células Treg estédo
diminuidos, podendo esse desbalanco ser responsavel pela ativacdo da resposta
inflamatoria nessa patologia.

Células Treg (CD4'CD25") tém papel importante no desenvolvimento e
manutencdo da tolerancia em tecidos periféricos (Kuniyasu et al., 2000; Baecher-
Allan et al., 2001) e expressam niveis elevados de CD25, antigeno 4 de linfécito T
citotoxico (CTLA-4) e o fator de transcricdo FoxP3 (Sakaguchi et al, 2001; Fontenot
et al., 2003; Waldmann et al., 2004). Segundo alguns autores a populacao de células
Treg no sangue periférico de gestantes com PE esta diminuida (Sasaki et al., 2007,
Darmochwal-Kolarz et al., 2007; Santner-Nanan et al., 2009), enquanto outros
referem numeros similares dessas células em gestantes normotensas e pre-
eclampticas (Paeschke et al., 2005; Hu et al., 2008).

Os dados da literatura demonstram que na PE ocorre resposta inflamatéria

exacerbada, representada pela ativacdo de células da imunidade inata. Essa
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ativagcdo resulta na producdo de citocinas inflamatdrias que ativam células da
imunidade adaptativa, levando ao aumento da inflamacé&o. Esse trabalho teve como
objetivo a determinacdo da expressdo enddgena das subpopulacdes de células T
em gestantes portadores de PE e analise do perfil de citocinas produzido por essas
células, antes ou apds estimulo com as DAMPs, urato monossodico (MSU),
hialurona (HA) e Hsp70.

2. CASUISTICA E METODOS

2.1. Casuistica
Foram estudadas 20 gestantes portadoras de PE (grupo de estudo) e 20

gestantes normotensas (grupo controle) que realizaram assisténcia na maternidade
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. Também
foram incluidas no estudo 20 mulheres saudaveis, ndo-gravidas, doadoras
voluntarias do Banco de Sangue do Hemocentro da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem
antecedente, manifestaram hipertensdo arterial (2140x90mmHg) associada a
proteindria (= 300mg em urina coletada durante 24 horas), apés a 20* semana de
gestacao (NHBPEP, 2000).

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas
guanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento esclarecido,
engquanto as gestantes com idade menor que 18 anos o termo foi assinado também
por seus pais ou responsaveis. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo n°
349.847).

2.2. Colheita de sangue

Foram coletados 10 mL de sangue por puncdo venosa para avaliagdo da
expressdo génica e producdo de citocinas por mondcitos de gestantes portadoras de
PE no momento do diagndstico da doenca e de gestantes normotensas no momento
em que foram pareadas com as gestantes com PE. O sangue das mulheres nao-

gravidas foi obtido durante doacéo de sangue.

80



2.3. Isolamento e cultura de células mononucleares do sangue periférico
Apos centrifugacdo para separacdo do plasma, as células mononucleares
foram obtidas por separacdo em gradiente de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare
Bio-Sciences, Uppsala, Sweden), segundo técnica previamente descrita (Peracoli et
al., 2011). O anel rico em células mononucleares foi lavado duas vezes com meio de
cultura RPMI 1640/HEPES (LGC Biotecnologia, SP, Brasil) por 10 min a 1500 rpm.
Apos esse procedimento, as células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI
1640/HEPES (LGC Biotecnologia) suplementado com 10% de soro bovino fetal
inativado (Gibco BRL Life Technologies, Breda, The Netherlands). Para identificagéo
das células, 50 uL da suspensao de células mononucleares foram incubados por 10
min a 37°C com 450 pL da solugdo de vermelho neutro a 0,02%. A concentragéo
celular foi ajustada para 1x10° células/mL.
2.3.1. Obtencédo de sobrenadante: As células foram distribuidas em placas de
cultura de 24 orificios (Falcon, Corning Incorporated- Life Sciences, Durham,
EUA) em concentracdo de 1x10° células viaveis/mL e incubadas por 72 h a
37°C, em tenséo de 5% de COa,.
2.3.2. Citometria de fluxo: As células foram distribuidas em placas de cultura de 24
orificios (Falcon) e incubadas por 90 min a 37°C, em tenséo de 5% de CO..
As células ndo-aderentes a placa foram obtidas por meio de lavagem dos
orificios da placa com meio de cultura RPMI 1640/HEPES (LGC
Biotecnologia), sendo a viabilidade estimada por exclusdo de coloragdo com
azul Trypan 0,2 %. A concentracdo celular foi ajustada para 2x10° células

vidveis/mL para a caracterizacao das subpopulacdes de células T.

2.4. Obtencao de sobrenadante de cultura de PBMCs

As células obtidas conforme descrito no item 2.3., foram incubadas a 37°C, em
tensdo de 5% de CO, por 72h, na auséncia ou presenca de 2,5 ng/mL Hsp70
(Sigma), 50 pg/mL de MSU (Sigma) ou 100 pg/mL Hialurona (R&D Systems). O
sobrenadante obtido apds 72h de cultivo foi aspirado, centrifugado e distribuido em
aliquotas, que foram conservadas a -80°C até o momento da dosagem pela técnica
de ELISA.
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2.5. Anédlise da expressdo dos fatores de transcricdo em linfécitos T pela
técnica de citometria de fluxo

A expressao dos fatores de transcricao intracitoplasmaticos para células Thl
(T-bet), Th2 (GATA-3), Thl7 (RORc) e Treg (FoxP3) foi avaliada apos colheita do
sangue (expressdo enddégena). A concentracdo celular foi ajustada para 2x10°
células/mL, conforme descrito no item 2.3 e as células distribuidas em tubos Falcon
para citbmetro (BD Biosciences). As células foram incubadas com anticorpos BD
Biosciences, com os respectivos fluorocromos: anti-CD3 (PE-Cy7), anti-CD4 (APC),
anti-CD25 (APC-H7) e anti-CD127 (BB515) por 30 min, no escuro. Apoés
centrifugacdo as células foram lavadas com Wash Buffer (BD Biosciences) e
centrifugadas novamente por 5 min a 400g. Em seguida, as células foram fixadas e
permeabilizadas utilizando Perm Buffer (BD Biosciences) para incubacdo com
anticorpos BD Biosciences, marcados com fluorocromos especificos contra as
proteinas intracelulares T-bet (PerCP-Cy5.5), GATA-3 (PE), RORc (PE) e FoxP3
(PE) por 30 min, no escuro e em temperatura ambiente. Para a delimitacdo dos
gates, tubos controles foram incubados com anticorpos isotipicos especificos para
cada fluorocromo (PE-Cy7, APC, APC-H7, BB515, PerCP-Cy5.5 e PE) em cada
teste realizado. A andlise de subpopulacfes Thl, Th2 e Th17 foi realizada dentro de
gate para CD3'/CD4", enquanto para andlise de Treg foi realizado gate
CD3'/CD4"/CD25'/CD127°". As amostras foram adquiridas num total de 30000
eventos em citémetro de fluxo FACSCanto'™ Il (BD Biosciences) com software
FACSDIVA (BD Biosciences). Os resultados foram analisados no software FlowJo,
versao vX.10.6 (FlowJo, LLC).

2.6. Determinacdo das citocinas pelatécnica de ELISA

Para quantificagdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-22, IL-17, IL-10, IL-4 e
TGF-B nos sobrenadantes de cultura de PBMC, tratados ou nao com MSU, hialurona
(HA) e/ou Hsp70, foram empregados kits comerciais especificos obtidos da R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA). Nos ensaios, as concentracbes dos anticorpos
monoclonais e policlonais, bem como das citocinas recombinantes especificas,
utilizadas nas curvas-padrdo, foram recomendadas pelo fabricante. Limite de
sensibilidade dos kits 15,6 pg/mL de TNF-a, 8 para IFN-y, 5,8 para IL-22, 15 para IL-

17, 3,9 para IL-10, 10 para IL-4 e 1,7 para TGF-p.
82



2.7. Anélise Estatistica

Os resultados foram avaliados empregando-se testes paramétricos ou nao-
paramétricos, segundo o programa estatistico PRISM, (Graph Prism for Windows,
version 6.01, GraphPad, CA, EUA). A comparacéo das caracteristicas clinicas entre
as gestantes foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparacdes
mdltiplas pelo teste de Dunn. A andlise das subpopulagdes de células T CD4" e das
citocinas presentes no plasma foi realizada por analise de variancia (ANOVA),
seguida de comparacdes multiplas pelo teste de Tukey. O nivel de significancia

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

3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas clinicas dos grupos estudados

A andlise das caracteristicas clinicas das gestantes portadoras de PE,
gestantes normotensas e mulheres ndo gravidas (Tabela 1) mostrou ndo haver
diferenca estatistica entre a idade materna nos grupos avaliados. Da mesma forma,
nao houve diferenca significativa entre as gestantes portadoras de PE e
normotensas, com relacdo a idade gestacional. Os valores da pressdo arterial
sistélica e diastolica foram significativamente maiores (p< 0,05) nas gestantes
portadoras de PE em relacdo as gestantes normotensas e mulheres ndo gravidas.
Adicionalmente, os valores de proteinuria e de acido Urico, hialurona e Hsp70 foram
significativamente mais elevados (p< 0,05) no grupo de gestantes com PE em

comparacao com o grupo de gestantes normotensas e mulheres ndo-gravidas.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas e laboratoriais.

Gestantes portadoras Gestantes Mulheres nao
Caracteristicas de pré-eclampsia normotensas gravidas
(n=20) (n=20) (n=20)
Idade (anos) 25 (16 — 40) 26 (17 - 39) 27 (21 - 40)
Idade gestacional (semanas) 34 (27 - 40) 35 (27 — 39) -
Pressdo arterial sistdlica 4
160" (140 — 200) 110 (90 — 112) 116 (100 — 120)
(mmHg)
Pressdo arterial diastélica 4
110" (90 — 120) 69 (63 — 70) 75 (65 — 80)
(mmHg)
Proteindria (mg / 24h) 1510* (300 — 19800) <300 ND
Acido urico (mg/dL) 6,1% (4,5 - 10,1) 3,8(2,2-4,6) 4,2 (2,8-4,8)
Hialurona (ng/mL) 135,5 #(20,4 — 296,8) 62,4 (2,5 — 199,7) 42,8 (3,3 — 165,0)
Hsp70 (pg/mL) 907,1%(404,63-1272,8) 680,23 (7,5—1090,4) 655,43 (12,7 — 1083,4)

Os valores estao expressos em percentagem ou em mediana, com os valores minimo e maximo entre
parénteses. ND = ndo determinado. * (p < 0,05) vs gestantes nhormotensas (teste U de Mann-Whitney).
# (p< 0,05) vs gestantes normotensas e mulheres nédo gravidas (teste de Kruskal-Wallis).

3.2.Expressao de fatores de transcricdo em subpopulacfes de linfécitos pela
técnica de citometria de fluxo

Na figura 1 podem-se observar duas analises de subpopulacdes de perfis
inflamatorios (Thl e Th17), a percentagem de linfocitos expressando os respectivos
fatores de transcricdo e a Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) das
proteinas intracelulares estudadas entre os grupos de gestantes portadoras de pré-
eclampsia (PE), de gestantes normotensas (GN) e de mulheres ndo-gravidas (MNG).
A analise dos perfis inflamatérios mostra que no perfil Thl, a percentagem de células
expressando o fator de transcricdo T-bet (figura 1A) € significativamente menor em
gestantes normotensas quando comparadas aos outros grupos estudados. Ja a MIF
(figura 1B) encontra-se significativamente maior no grupo PE quando comparadas
com os grupos GN e MNG. A expressao de RORc (perfil Th17) mostra também que
a inflamacdo é predominante na PE, através do aumento significativo da
percentagem de células expressando tal fator (figura 1C) e da MIF (figura 1D) nas
pacientes com PE quando comparadas com os grupos GN e MNG.
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Figura 1. Percentagem de linfocitos expressando fator de transcricdo intracelular e Média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) em 20 gestantes portadoras de pré-eclampsia, 20 gestantes
normotensas (GN) e 20 mulheres ndo-gravidas (MNG). (A) % de linfécitos expressando T-bet; (B)
MIF de linfocitos expressando T-bet; (C) % de linfécitos expressando RORc; (D) MIF de linfécitos
expressando RORc. Resultados expressos em média = SD. * p<0,05 vs. GN e MNG; + p<0,05 vs. PE
e MNG (ANOVA).
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Na figura 2 observam-se duas analises de subpopulacdes de perfis anti-
inflamatérios (Th2 e Treg), a percentagem de linfocitos expressando 0s respectivos
fatores de transcricdo e a Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) das
proteinas intracelulares estudadas entre os grupos de gestantes portadoras de PE,
gestantes normotensas e mulheres nédo-gravidas.

A analise do perfil anti-inflamatério Th2 mostra que a percentagem de
linfocitos expressando GATA-3 (figura 2A) foi significativamente menor nos grupos
PE e MNG em relacdo a GN, enquanto a MIF (figura 2B) apresentou aumento
significativo no grupo PE ao ser comparado com o grupo GN. No perfil Treg, também
se observa uma significativa diminuicdo da percentagem de linfocitos expressando
FoxP3 nos grupos PE e MNG em relacdo ao grupo de GN, ndo havendo diferenca

significativa da MIF entre os grupos.

85



20 A 5004 B

+
'|' #
154

GATA-3 (% células)
2
__+
GATA-3 (MIF)
2 B 8 8
T < 2
4

o
L

PE GN MNG PE GN MNG

1500+ D

X}
g
(@]

L1+
_|

1000+

_ 500- %

PE GN MNG PE GN MNG

FoxP3 (% células)
>
1
FoxP3 (MIF)

wn
1

Figura 2. Percentagem de linfOcitos expressando fator de transcricdo intracelular e Média de
Intensidade de Fluorescéncia (MIF) em 20 gestantes portadoras de pré-eclampsia, 20 gestantes
normotensas (GN) e 20 mulheres ndo-gravidas (MNG). (A) % de linfécitos expressando GATA-3; (B)
MIF de linfécitos expressando GATA-3; (C) % de linfocitos expressando FoxP3; (D) MIF de linfécitos
expressando FoxP3. Resultados expressos em média + SD. # p<0,05 vs. GN; + p<0,05 vs. PE e
MNG (ANOVA).

3.3. Producéo de citocinas por PBMCs de gestantes e mulheres ndo-gravidas

3.3.1. Estimulo com urato monossodico (MSU)

Na figura 3 observa-se concentracdo endogena e induzida por MSU das
citocinas inflamatorias TNF-a (A), IFN-y (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) produzidas por
PBMCs de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e mulheres nao-
gravidas, cultivadas por 72h.

A producédo de TNF-a (figura 3A) por essas células foi maior nos grupos PE e
MNG quando comparados com GN, tanto na producdo enddgena quanto na
estimulada com MSU. Além disso, o estimulo com MSU induziu aumento da
producgéo de TNF-a nos grupos PE e MNG. Em relagé&o a citocina IFN-y (figura 3B), a
concentracdo foi maior em sobrenadante ndo estimulado de gestantes com PE

comparado somente com o grupo GN. No entanto, o estimulo com MSU induziu uma
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maior producao de IFN-y em todos os grupos estudados. A citocina IL-17 (figura 3C)
apresentou aumento endodgeno em gestantes com PE quando comparada com
gestantes normotensas, entretanto o estimulo com MSU somente aumentou a
producéo da citocina no grupo GN. Ja a producdo endogena de IL-22 (figura 3D) foi
similar em todos os grupos estudados, porém o MSU estimulou 0 aumento na

producao da citocina em todos os grupos estudados.
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Figura 3. Produgdo TNF-a (A), IFN-y (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) por células mononucleares de 20
gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres néo-
gravidas (MNG), nédo estimuladas (MSU-) e estimuladas com urato monossddico (MSU+). Resultados
expressos em media + SD. # p<0,05 entre grupos MSU- e MSU+; * p<0,05 entre grupos MSU-; +
p<0,05 entre grupos MSU+ (ANOVA).

Na figura 4 esta demonstrada a concentracdo endégena e induzida por MSU
das citocinas anti-inflamatdrias, IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-B1 (C) produzidas por
PBMCs de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e mulheres nao-
gravidas, cultivadas por 72h.

A citocina IL-10 (figura 4A) apresentou niveis diminuidos em gestantes com
PE quando comparada aos outros grupos, tanto na producdo endégena como na
estimulada por MSU. N&o foi observada diferenga significativa entre os grupos
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estudados na producdo de IL-4 (figura 4B). Em relagdo a producdo enddgena de
TGF-B1 (figura 4C), foram encontrados niveis diminuidos em gestantes com PE
guando comparada aos outros grupos estudados e, ao contrario dos grupos GN e

MNG, as gestantes com PE apresentaram aumento de TGF-B1 quando estimuladas

com MSU.
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Figura 4. Producéo de IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-B1 (C) por células mononucleares de 20 gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres ndo gravidas
(MNG), ndo estimuladas (MSU-) e estimuladas com urato monossédico (MSU+). Resultados
expressos em media + SD. # p<0,05 entre grupos MSU- e MSU+; * p<0,05 entre grupos MSU-; +
p<0,05 entre grupos MSU+ (ANOVA).

3.3.2. Estimulo com Hialurona (HA)

Observa-se na figura 5A concentracdo enddégena e induzida por hialurona
(HA) das citocinas inflamatorias, TNF-a (A), IFN-y (B), IL-17 (C) e IL-22 (D)
produzidas por PBMCs de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e

mulheres ndo-gravidas, cultivadas por 72h.
Foi observada maior produgcdo de TNF-a (figura 5A) nos grupos PE e MNG

qgquando comparada com o grupo GN, tanto na producdo enddégena quanto na
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estimulada. A produgdo de IFN-y (figura 5B) encontra-se endogenamente
aumentada em gestantes com PE comparada com gestantes GN. O HA foi capaz
ainda de estimular a producéo IFN-y no grupo PE. Em relacéo a producéo de IL-17
(figura 5C), estd demonstrado aumento endégeno em gestantes com PE quando
comparadas com gestantes normotensas, entretanto o estimulo com HA aumentou a
producdo da citocina no grupo GN. Ja a producdo de IL-22 (figura 5D) nao

apresentou diferenca significativa entre os grupos estudados.
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Figura 5. Produgdo TNF-a (A), IFN-y (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) por células mononucleares de 20
gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres nao-
gravidas (MNG), nao estimuladas (HA-) e estimuladas com hialurona (HA+). Resultados expressos
em media = SD. # p<0,05 entre grupos HA- e HA+; * p<0,05 entre grupos HA-; + p<0,05 entre grupos
HA+ (ANOVA).

Demonstra-se na figura 6 a producdo enddégena e estimulada por HA de
citocinas anti-inflamatorias IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-B1 (C) produzidas por PBMCs
de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e mulheres nao-gravidas,

cultivadas por 72h.
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A producgdo de IL-10 (figura 6A) foi significativamente menor em gestantes
com PE quando comparada aos outros grupos, tanto na producédo enddégena como
na estimulada por HA. N&ao foi observada diferenca significativa entre 0os grupos
estudados quanto a producao de IL-4 (figura 6B). Niveis endogenamente diminuidos
de TGF-B1 (figura 6C) foram encontrados em gestantes com PE quando comparada
aos outros grupos estudados e, quando estimulado com HA, observou-se aumento
da citocina em gestantes com PE em relacdo ao grupo GN. O estimulo com HA
aumentou a producdo de TGF-f1 em gestantes com PE, ao contrario dos outros

grupos estudados que apresentaram diminuicao.
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Figura 6. Producéo de IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-B1 (C) por células mononucleares de 20 gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres ndo-gravidas
(MNG), néo estimuladas (HA-) e estimuladas com hialurona (HA+). Resultados expressos em media +
SD. # p<0,05 entre grupos HA- e HA+; * p<0,05 entre grupos HA-; + p<0,05 entre grupos HA+
(ANOVA).

3.3.3. Estimulo com Hsp70
Na figura 7 estdo representadas as concentracdes endogena e induzida por
Hsp70 das citocinas inflamatérias TNF-a (A), IFN-y (B), IL-17 (C) e IL-22 (D)
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produzidas por PBMCs de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e
mulheres ndo-gravidas, cultivadas por 72h.

A citocina inflamatoria TNF-a (figura 7A) apresentou maior expressao,
enddgena e estimulada, nos grupos PE e MNG quando comparados com 0 grupo
GN. O estimulo com Hsp70 aumentou a producédo de TNF-a nos grupos PE e MNG.
A producdo de IFN-y (figura 7B) e IL-17 (figura 7C) encontra-se endogenamente
aumentada em gestantes com PE comparada com gestantes GN. Ja a producao de

IL-22 (figura 5D) né&o apresentou diferencga significativa entre os grupos estudados.
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Figura 7. Produgdo TNF-a (A), IFN-y (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) por células mononucleares de 20
gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres nao-
gravidas (MNG), ndo estimuladas (Hsp70-) e estimuladas com Hsp70 (Hsp70+). Resultados
expressos em media £ SD. # p<0,05 entre grupos Hsp70- e Hsp70+; * p<0,05 entre grupos Hsp70-; +
p<0,05 entre grupos Hsp70+ (ANOVA).

Producédo enddgena e estimulada por Hsp70 de citocinas anti-inflamatérias IL-
10 (A), IL-4 (B) e TGF-B1 (C) produzidas por PBMCs de gestantes portadoras de PE,
gestantes normotensas e mulheres ndo-gravidas, cultivadas por 72h.

A producdo de IL-10 (figura 8A), enddgena e estimulada por Hsp70,

apresenta-se significativamente diminuida em gestantes com PE quando comparada
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aos grupos GN e MNG. Além disso, a Hsp70 estimulou a producdo de IL-10 no
grupo MNG. Nao foi observada diferenca significativa na producéo de IL-4 (figura
8B) entre os grupos estudados. Foi observada menor producdo enddgena de TGF-
B1 (figura 8C) em gestantes com PE quando comparada aos grupos GN e MNG e,
quando essas células foram estimuladas com Hsp70 apresentaram aumento da
producdo da citocina em gestantes com PE em relagcdo ao grupo GN e MNG, que

apresentaram diminuicao.
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Figura 8. Producéo de IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-B1 (C) por células mononucleares de 20 gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres nao-gravidas
(MNG), néo estimuladas (Hsp70-) e estimuladas com Hsp70 (Hsp70+). Resultados expressos em
media + SD. # p<0,05 entre grupos Hsp70- e Hsp70+; * p<0,05 entre grupos Hsp70-; + p<0,05 entre
grupos Hsp70+ (ANOVA).

4. Discussao
O balango entre células Th1l7 e Treg € importante para manter a homeostase

e orquestrar a resposta imune durante a gestacao (Figueiredo & Schumacher, 2016).
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No entanto, no presente trabalho foi demonstrado que esse balanco é deficiente na
PE, ocorrendo desequilibrio entre perfil inflamatério e anti-inflamatorio de
subpopulacdes de células T CD4+, com polarizacdo para os perfis Thl e Thl7 e
diminuicdo dos perfis Th2/Treg. Esse desequilibrio também foi comprovado por
niveis endogenos elevados de TNF-a, IFN-y e IL-17, associados a diminui¢édo de IL-
10 e TGF- produzidos por linfocitos de gestantes portadoras de PE.

Esses resultados estdo em acordo com dados da literatura demonstrando que
gestantes com PE grave apresentam aumento na percentagem de células Th1l7 e de
células Th22 e diminuicdo de Treg quando comparadas com gestantes normotensas
(Zzhang et al., 2016). Outros autores estudando sangue do corddo umbilical em
gestantes com PE e normotensas (Vargas-Rojas et al., 2015) demonstraram que o
perfil Th2/Treg encontra-se diminuido em gestantes com PE, enquanto Cao et al.,
(2015) demostraram que o RNAm de Foxp3 esta diminuido, e 0 RNAmM de RORc
encontra-se aumentado em gestantes pré-eclampticas em comparacdo com o0
gestantes normais. Gestantes com PE apresentam menor percentagem de células
expressando fatores intracitoplasmaticos de perfil anti-inflamatério (GATA-3 e
FoxP3). No entanto, as células de gestantes com PE que j& expressam
endogenamente esses fatores, tem maior intensidade de expressdo, demonstrada
possivelmente pela MIF que ndo mostrou diferenca significativa entre 0os grupos.
Para tentar manter a homeostase e controlar a inflamacéo presente, ja que o perfil
Th1l7 predomina nessa patologia. Os resultados do presente trabalho confirmam
resultados anteriores, da literatura, mostrando que a populacdo de células Treg no
sangue periférico de gestantes com PE esta diminuida (Toldi et al., 2012; Boij et al.,
2015).

Os resultados de producdo enddgena (ndo estimulada) de citocinas por
linfécitos T CD4+ confirmam o perfil Th1/Th1l7 ativado nessas células, concordando
com trabalhos que demonstraram aumento de IFN-y (Okzan et al., 2014) e IL-17 em
plasma de gestantes com pré-eclampsia quando comparadas com gestantes
normotensas e mulheres ndo-gravidas (Barnie et al., 2015; Molvarec et al., 2015). O
IFN-y e a IL-17 sao citocinas capazes de induzir a resposta inflamatoria, sendo
assim, a maior producdo dessas citocinas por células de gestantes com PE pode
auxiliar na inflamacéo exacerbada observada nessa sindrome. Além dessas 0 TNF-a

também se encontra aumentado em gestantes com PE, corroborando resultados
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prévios obtidos em nosso laboratério (Peracoli et al., 2013). A maior producéo
endégena de TNF-a em gestantes com PE estd de acordo com a literatura
(Beckmann et al.,, 2004; Peracoli et al., 2007; 2011) e sugere que os efeitos
deletérios das altas concentracfes circulantes do TNF-a podem estar associados as
manifestacbes mais graves da PE e ao estresse oxidativo presente nessa patologia.

Assim, a maior producao de IL-10 e TGF-B1, por células mononucleares de
gestantes normotensas pode ser explicada pela predominancia de um perfil Th2 anti-
inflamatorio nessas mulheres, que se desenvolve durante a gestacdo, com
predominio de IL-10 e TGF-B1 sobre TNF-a e IFN-y para minimizar os efeitos
deletérios de uma resposta inflamatoria excessiva. A maior concentracdo endégena
de IL-10 e TGF-B1, encontrada em gestantes normotensas em relacao as portadoras
de PE, observadas no presente estudo, concordam com a literatura (Clausen et al.,
2002; Azizieh et al., 2005; Borekci et al., 2007; Cristofalo et al., 2013) mostrando
baixos niveis enddgenos de IL-10 ou TGF-f1 em células mononucleares de
gestantes com PE comparadas com gestantes normotensas.

A concentracdo de IL-4 no plasma das gestantes pré-eclampticas nao
apresentou diferenca significativa quando comparada com a de gestantes
normotensas, corroborando os resultados de outros autores (Tarnowska-Madra et
al., 2010; Cemgil Arikan et al. 2012). Também no encontramos diferengas entre os
grupos com relacdo a concentracdo plasmatica de IL-22. Embora Zhang et al.,
(2016) estudando gestantes pré-eclampsia grave mostraram aumento dessa citocina
no plasma, quando comparadas com gestantes normotensas. Consideramos que o
papel da IL-22 na PE precisa ser melhor estudado.

Foi ainda observado que as DAMPs sdo capazes de induzir modulagéo da
resposta imune adaptativa, aumentando a inflamacdo. A inflamacdo estéril é
suficiente para recriar as principais caracteristicas das doencas reprodutivas comuns
em animais de experimentacdo, enquanto nos seres humanos, uma parte
significativa das gestantes que apresentam pré-eclampsia, trabalho de parto
prematuro ou outras doencgas inflamatérias durante a gravidez ndo mostram sinais
clinicos de infeccdo (Nadeau-Vallée et al., 2016). A origem das DAMPs, no plasma,
nao é conhecida, mas existem evidéncias de que podem ser liberadas a partir de

tecidos lesados e células necréticas e incluem componentes de matriz extracelular

94



degradados, como o hialurona, proteinas de choque térmico (Hsp70), acido Urico,
proteina HMGBL1 e acidos nucleicos, entre outros.

A inflamacédo estéril € desencadeada quando os DAMPs ativam PRRs ou
outros receptores incluindo RAGE e IL-1R, para montar uma resposta imune aguda
com a finalidade de resolver a condi¢cdo adversa que inicialmente levou a liberacdo
da DAMP (Nadeau-Vallée et al., 2016). Na PE, muitas dessas DAMPs sdao
conhecidas por contribuir tanto para a inflamacdo placentaria local como para a
inflamacéo sistémica e a disfuncdo endotelial. Conforti-Andreoni et al., (2011)
mostraram que a diferenciagdo de linfécitos T CD4+ em perfil Thl7, induzida por
acido urico, é dependente da ativacdo do inflamassoma em células dendriticas com
consequente producdo de IL-1B, demonstrando que as DAMPs sao capazes de
modular também a imunidade adaptativa, além da imunidade inata.

Nesse contexto de inflamacdo estéril é interessante conhecer a capacidade
dessas DAMPs em ativar a resposta inflamatéria em gestantes portadoras PE. No
presente trabalho foi observado que as DAMPs, MSU, HA e Hsp70, foram capazes
de modular a producdo de citocinas por PBMCs em diferentes intensidades. O
estimulo com MSU induziu aumento na producdo de IFN-y e IL-22 em todos os
grupos estudados, sugerindo que um ambiente com aumento de MSU pode
intensificar a inflamacdo sistémica. Observou-se ainda que MSU e HA foram
capazes de aumentar a producao de IL-17 em gestantes normotensas, evidenciando
gue o aumento dessas DAMPs pode levar a uma estado de inflamacéo sistémica,
como o observado em gestantes portadoras de PE que apresentam aumento
endogeno de IL-17.

A DAMPs, MSU, HA e Hsp70 induziram aumento de TGF-f1 em gestantes
portadoras de PE. Considerando que ambientes com alta concentracédo de TGF-B e
IL-6 levam a diferenciagdo para perfil inflamatorio Thl7 (Saito et al.,, 2010;
Figueiredo & Schumacher, 2016) a induc&o desse aumento pode resultar inflamacgéo
mais intensa em gestantes com PE. No entanto o estimulo com HA e Hsp70, em
gestante normotensas, levou a diminuicdo na producdo dessa citocina,
demonstrando a capacidade dessas gestantes em manter a resposta inflamatoria
sob controle.

O estimulo com MSU e Hsp70 ainda induziu aumento da producdo de TNF-a

em gestantes com PE e no grupo MNG. Outros trabalhos demonstraram que o MSU
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e a Hsp70 induzem a produgcdo de TNF-q, principalmente ligado a ativagcdo da
imunidade inata. A inducdo de estresse oxidativo leva a producdo de Hsp70, que
regula a ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB e a expressao do gene do
TNF-a em mondcitos e macrofagos (Mandrekar et al., 2008). Enquanto, Matias et al.,
(2015) estudando a ativacao do inflamassoma induzido por MSU, demonstraram que
essa DAMP é capaz de aumentar a producédo de TNF-a por mondcitos de gestantes
com PE.

Em concluséo, os resultados do presente trabalho mostram que células de
gestantes portadoras de PE apresentam ativacdo enddgena para perfil Th1/Thl7 e
expresséo elevada de citocinas inflamatérias. O estimulo com as DAMPs foi capaz
de estimular a resposta inflamatoria em gestantes pré-eclampticas sugerindo que
essas alarminas desempenham papel na ativacdo do sistema imune adaptativo e na
liberacdo de citocinas inflamatérias participando na patogénese dessa importante
sindrome da gestacéo.
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Conclusoes:

a) Os resultados do capitulo 1 mostram que mondcitos de gestantes portadoras de
PE apresentam ativagdo enddgena dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e
secretam niveis mais elevados de IL-1B3, IL-18 e TNF-a. O estimulo de mondcitos
com MSU, induzindo maior expressdo génica do receptor NLRP3 e caspase-1,
bem como a producdo de IL-18 foi mais evidente nos grupos de gestantes pré-
eclampticas e de mulheres nao gravidas e demonstra o papel do acido Urico na
ativacdo do inflamassoma NLRP3 e na liberacdo de citocinas inflamatorias,
sugerindo a participacdo desse complexo inflamatério na patogénese da pré-

eclampsia.

b) Os resultados do capitulo 2 mostram que mondcitos de gestantes portadoras de
PE apresentam ativacdo enddgena dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e
expressam niveis elevados de IL-1B3, IL-18, HMGB1 e TNF-a. O estimulo de
mondcitos com HA induziu maior expressao génica de NLRP1, NLRP3, caspase-
1, IL-18 e HMGB1, bem como a produgao de IL-13 foi mais evidente nos grupos
de gestantes pré-eclampticas e de mulheres ndo gravidas. O estimulo de
monocitos com Hsp70 contribuiu para producdo de IL-18 e TNF-a por essas
células por meio de mecanismo independente de ativacdo dos inflamassomas.
Esses resultados sugerem a participacdo dessas DAMPs na resposta inflamatéria

sistémica, caracteristica da PE.

c) Os resultados do capitulo 3 mostram que células de gestantes portadoras de PE
apresentam ativacdo endogena para perfil Th1/Thl7 e expressdo elevada de
citocinas inflamatdrias. O estimulo de células mononucleares do sangue periférico
com as DAMPs foi capaz de induzir a resposta inflamatéria em gestantes pré-
eclampticas sugerindo que essas alarminas desempenham papel na ativacao do
sistema imune adaptativo e na liberacdo de citocinas inflamatorias participando na

patogénese dessa importante sindrome da gestacao.
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Summary

Preeclampsia (PE) is a human pregnancy syndrome with abnormal activation of innate
immune response. The present study aimed to evaluate the involvement of the molecular
structures called damage-associated molecular patterns (DAMPS), such as hyaluronan (HA)
and heat shock proteins (Hsp) in NLRP1 and NLRP3 inflammasomes activation in peripheral
blood monocytes. Twenty women with PE, 20 normotensive pregnant women (NT) and 20
non-pregnant women (NP) were studied. Enzyme immunoassay was employed for HA, Hsp70
and High mobility group Box 1 (HMGB1) determination in plasma, as well as for Interleukin-
1B (IL-1pB), IL-18 and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) detection in supernatant of
monocytes cultured with or without HA and Hsp70. The inflammasome induction was
evaluated by the quantification of mMRNA for NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1p, IL-18,
HMGB1 and TNF-o by RT-gPCR in monocyte culture. Results demonstrated significant
higher plasma levels of HA, Hsp70 and HMGB1 in preeclamptic women than in
normotensive pregnant and non-pregnant women. Monocytes from women with PE show
endogenous activation of NLRP1 and NLRP3 inflammasomes, and express high levels of IL-
1B, IL-18, HMGB1 and TNF-a. Stimulation of monocytes with HA induced increased gene
expression of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1p and HMGBL, as well as higher production of
IL-1B in pre-eclamptic and non-pregnant women than in normotensive pregnant women.

Stimulation of monocytes with Hsp70 contributed to the production of IL-13 and TNF-a by
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these cells through a mechanism independent of inflammasome activation. These results
suggest the participation of these DAMPs in the systemic inflammatory response

characteristic of PE.

Introduction

Pregnancy requires maternal adaptation, tightly controlled by innate and adaptive immunity,
to allow normal growth and development of the fetal semi-graft." During human pregnancy
the leading cause of morbidity, mortality and premature labor from 2 to 10% of pregnancies,?
is preeclampsia (PE), a specific syndrome of pregnancy. The clinical parameters that identify
this pathology are the onset of hypertension (BP > 140 x 90 mmHg) and proteinuria (> 300
mg / 24h) from the 20 weeks of gestation.® Other maternal disorders, also related to PE, are:
kidney failure, liver involvement, neurologic or hematologic complications, uteroplacental
dysfunction or fetal growth restriction.*>

Activation of inflammatory cells such as monocytes and granulocytes, and endothelial
cells is observed in PE®’ as well as excessive production of proinflammatory cytokines®® and
lower concentrations of IL-10 in the circulation or produced endogenously by monocytes
from peripheral blood.***! The endogenous production of tumor necrosis factor (TNF-) by
peripheral blood monocytes is significantly higher in pre-eclamptic women than in normal
pregnancies, suggesting the activate state of these cells.®***?

The peripheral blood leukocyte activation state in women with PE is associated with
genes related to inflammation. These leukocytes show hyper-regulation of the light chain gene
of NF-kB (NF-kB-1A\) in pre-eclamptic women,*? and an association between increase in NF-
kB activation and higher production of TNF-a and IL-1p by mononuclear cells of pre-
eclamptic pregnant women as compared to normotensive pregnant women.* The higher

production of TNF-a and IL-1B in women with PE suggests that the deleterious effects of
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high circulating concentrations of these cytokines may be associated with more severe
manifestations of PE.

The intense inflammatory response in PE seems to be related to the release of
substances capable of inducing inflammation and cellular components present in plasma,
derived from proteins, polysaccharides and lipids, as well as extracellular matrix products,
which are called damage-associated molecular patterns (DAMPS) and are considered
important modulators of the inflammatory response. The DAMPs are represented by
molecules such as uric acid,'® reactive oxygen species, heat shock proteins (Hsps),***’
proteins released from cells as HMGB1*® and products released from the extracellular matrix
such as fibronectin and hyaluronan.**%!

The Hsps are ubiquitous and phylogenetically conserved molecules with chaperone
functions and cytoprotective activity,? present in all organisms.?® The release of Hsp70 by
monocytes/macrophages acts as "danger signal” stimulating TNF-a, IL-6 and IL-8 production
by the lineage of human macrophages THP-1.2* Elevated plasma concentration of Hsp70 is
described in pregnant women with early-onset PE which is significantly higher than those
obtained in pregnant women with late-onset PE.*

High mobility group box 1 (HMGB1) was originally described as a strictly nuclear
protein present in almost all cell types,”® because of its binding to DNA and by playing a role
in transcription, repair and replication of genes,”® and posteriorly it was considered as
cytokine with potent inflammatory activity due to its extranuclear functions.?” In
inflammatory conditions or injury, HMGB1 may be actively secreted by cells of innate
immunity such as macrophages and monocytes or is passively released by necrotic cells, and

n 28

considered as "danger signal”,*® acting as a proinflammatory mediator.?® Release of HMGB1

in endotoxemia is dependent on NLRP3 inflammasome activation.®® This protein levels is
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increased in plasma of pre-eclamptic women compared with normotensive pregnant women®!
and may contribute to the development of the inflammatory response in patients with PE.*
Hyaluronan (HA) is a glycosaminoglycan of the extracellular matrix, which suffers
rapid degradation in inflammatory environments, resulting in the accumulation of low
molecular weight fragments.? These fragments activate proinflammatory response via Toll-
like receptors (TLR) 2 and TLR4, and can also activate NLRP3 inflammasome acting as a
DAMP.* On the other hand, high molecular weight HA generates anti-inflammatory

3435 Elevated plasma levels of HA are described in women with PE.***" Then,

response.
DAMPs exert their inflammatory effect by interacting with pattern recognition receptors
(PRRs) expressed on innate immune cells. These receptors are considered a central
component of the innate immune system which is involved in the inflammatory response in
monocytes.*®

The major PRRs are Toll-like receptors (TLRs) and NLR receptors (nucleotide-
binding domain and Leucine-rich repeat-containing receptor) which recognize and bind
molecules present on the surface of pathogens,*® and endogenous products from host cells,
which are released during tissue damage and denominated “alarmins" or DAMPs. 34
Activation of NLR receptors by DAMPs induces several identical NLRP3 proteins that form
an oligomer, which binds to the inactive precursor form of caspase-1, an important
inflammatory protein synthesized as pro-caspase-1 and becomes biologically active when
inflammasome starts its formation process.**** Caspase-1 is responsible for cleaving pro-IL-
1B and pro-1L-18 to IL-1p and IL-18 biologically active forms that are subsequently secreted
into the extracellular medium.*°
Some evidence indicates that NLRP3 plays a role in inflammatory diseases such as

atherosclerosis, gout and diabetes type 1.“°*® However, different binders and the exact

mechanism of NLRP3 inflammasome activation are still poorly understood.*® Several
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endogenous molecules, considered as danger signals such as uric acid crystals, cholesterol
crystals, hyaluronan, derived oxygen free radicals and fatty acids when in high concentrations
induce NLRP3 inflammasome activation, playing an important role in inflammatory diseases.
Monocytes from pre-eclamptic pregnant women exhibit endogenous hyperactivation of the
inflammatory complex, represented by increased gene and protein expression of NLRP3,
caspase-1, IL-1p and TNF-o. compared to normotensive pregnant women.” According to

Yang et al.,*

a better understanding of the specific nature of this inflammasome would be
important to reveal the molecular pathophysiology of various inflammatory diseases and to
identify potential therapeutics for the control of these diseases.

Literature data show that PE has exacerbated inflammatory response, represented by
the activation of innate immunity cells.”* Therefore, the knowledge of inflammasome
pathways in monocytes activated by DAMPs and the profile of cytokines produced by
peripheral blood monocytes of women with PE may contribute to a better understanding of
the involvement of the innate immunity in the pathophysiology of this important gestational
pathology.

This study aimed to evaluate the involvement of the DAMPs, hyaluronan and HSP70

on activation of NLRP1 and NLRP3 inflamassomes in monocytes of women with PE,

normotensive pregnant and non-pregnant women.

Materials and Methods

Subjects
The study comprised 40 pregnant women without a previous history of hypertension or
obstetric and medical complications, admitted to the Obstetric Unit of Botucatu Medical

School, Botucatu, SP. Twenty women were diagnosed with preeclampsia (PE), defined as a
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persistent elevated blood pressure value of 140 x 90 mmHg and proteinuria (> 300 mg in
urine collected during 24 hours) after the 20™ weeks of gestation (NHBPEP, 2000). A group
of 20 pregnant women with an uncomplicated pregnancy that remained normotensive and
nonproteinuric were recruited as controls and matched for gestational age with the pre-
eclamptic group. Gestational age was calculated from the last menstrual period and confirmed
by early (<12 weeks gestation) ultrasound examination. It was also included in the study 20
healthy women, non-pregnant, volunteer donors of the Blood Bank from the Hemocenter of
the Botucatu Medical School, Botucatu, SP, Brazil, added to establish the comparison of
immunological parameters between groups. Proteinuria in 24-hour urine was measured by a
colorimetric method, the Technicon RAXT automation system, and uric acid was assessed by
uric acid enzymatic Trinder (Biotrol Diagnostic) in the Clinical Laboratory of Botucatu
Medical School — UNESP. Exclusion criteria included multiple gestation, prior preeclampsia,
illicit drug use, and preexisting medical conditions such as diabetes, chronic hypertension, and
renal disease. The study was approved by the Ethics Committee of the Botucatu Medical
School, and written informed consent was obtained from all women involved in the study. For
pregnant women with age bellow 18 years old the written informed consent was obtained

from their parents or guardians.

Blood sampling

The blood collection, for the evaluation of DAMPS, gene expression and cytokines production
by monocytes from women with PE was collected at the time of disease diagnosis, and from
the normotensive pregnant women at the time they were matched for gestational age with
women with PE. The blood of non-pregnant women was obtained during blood donation.
Blood was collected into plastic tubes containing 5% EDTA. Ten milliliters of blood was

collected by venipuncture from the antecubital vein of PE, NT and NP women, and after clot
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formation the samples were centrifuged at 4 °C for 10 min at 1200 g. The plasma fraction was

stored in aliquots at -80 °C until the analyses were performed.

Monocyte cultures

After plasma separation, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by
density gradient centrifugation on Ficoll-Paque Premium [density (d) = 1.077] (GE
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden) as previously described.’? Briefly, 10 mL of
blood was mixed with an equal volume of RPMI 1640 tissue culture medium (Sigma-Aldrich,
Chemical Co., St Louis, Missouri, USA) containing 2 mM L-glutamine, 10 % heat-inactivated
fetal bovine serum, 20 mM HEPES, and 40 pg/mL gentamicin (complete medium). Samples
were layered over 5 mL Ficoll-Paque Premium in a 15 mL conical plastic centrifuge tube.
After centrifuging at 400 g for 30 minutes at room temperature, the interface layer of PBMC
was carefully aspirated and washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) containing
0.05 mM ethylenediaminetetraacetic acid (PBS-EDTA) and once with complete medium,
with centrifugation in between washes at 300 g for 10 minutes. Cell viability, as determined
by 0.2% Trypan Blue dye exclusion, was >95% in all experiments. Monocytes were counted
using neutral red (0.02%) in PBMC suspension and 5x10° monocytes/mL in complete
medium were distributed (1 mL/well) in 24-well flat-bottomed plates (Nalge Nunc, Rochester,
NY, USA). After incubation for 2 h at 37 °C in a humidified 5% CO, atmosphere, non-
adherent cells were removed by aspiration and each well rinsed twice with complete medium.
Monocyte preparations routinely contained >90% monocytes as determined by morphologic
examination and staining for nonspecific esterase.”® Monocytes were incubated with complete
medium in the presence or absence of 100 pug/mL of hyaluronan (HA) (R&D Systems) or 2.5
ng/mL of Hsp70 (Sigma-Aldrich) for 18 h at 37 °C in 5% CO,. The concentrations of HA and

Hsp70 used as stimulus in monocytes cultures was previously standardized employing
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monocytes from five health non-pregnant women. Culture supernatants were harvested and

stored at -80 °C for cytokine determination.

DAMPs and cytokines determination

For quantification of DAMPs (Hyaluronan, Hsp70) in plasma and IL-1p and TNF-alpha
cytokines in supernatants of monocytes cultured with or without hyaluronan (HA) or Hsp70,
specific commercial kits obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) were
employed. IL-18 was determined by quantitative test kit ELISA for human IL-18 (MBL —
Medical & Biological Laboratories, Nagoya, Japan). HMGB1 was quantified in plasma using
IBL kit International - Shino Test (Hamburg, Germany). In the tests, the concentrations of
monoclonal and polyclonal antibodies, as well as specific recombinant used in standard
curves were those recommended by the manufacturer. Assay sensitivity limits were 0.4
ng/mL de hyaluronan, 125 pg/mL de Hsp70, 0.1 ng/mL de HMGB1, 3.9 pg/mL de IL-1p,

12.5 pg/mL de IL-18 and 15.6 pg/mL de TNF-a.

Expression of transcripts related to inflammation

Monocytes were incubated with complete medium in the presence or absence of 100 pg/mL
of HA (R&D Systems) or 2.5 ng/mL of Hsp70 (Sigma-Aldrich) for 4 h at 37 °C in 5% CO,
and were subjected to analysis of the expression on transcriptional level of the gene encoding
the proteins NLRP1, NLRP3, caspase-1, HMGB1, IL-1p, IL-18 and TNF-a. Glybenclamide
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at concentration of 50 and 200uM was added to
cultures of monocytes from non-pregnant women for 30 min, and then HA (100 pg/mL) was
added to the culture for another 4h in order to evaluate its inhibitory effect on NLRP3

inflammasome activation by HA. Total RNA was extracted from monocytes through the

115



system Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp., Thorold, Canada) according to
manufacturer's protocol. After extraction 1 ug of total RNA was incubated with DNAse |
Amp Grade (Invitrogen). The purity and relative quality of samples obtained were determined
by fluorometry using Qubit® Fluorometric Quantitation, Thermo Scientific™. Subsequently,
the synthesis of complementary DNA (cDNA) was conducted with 450 ng of total RNA in 60
ul reaction using ImProm-Il TM Reverse Transcription System, according to manufacturer's
protocol. The quantification of gene expression of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1p, IL-18
and TNF-a was made through the reaction technique in quantitative Polymerase Chain in real
time (RT-gPCR) using RT GoTag® -gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA)
according to Matias et al.* The device used was 7500 Fast Real Time PCR Systems (Applied
Biosystems, USA). The primer sequences used in this study are in table 1.

Expression values of the analyzed transcripts were normalized based on the concurrent
analysis of the expression of the enzyme encoding glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene (GAPDH). The calculation of the differential expression of selected
genes was carried out by the data processing method compared to a standard curve.® All
conditions, including GAPDH for each sample and the negative control reaction (template
Control - NTC, no DNA) were analyzed in duplicates. To analyze the relative expression,
after the analysis of gene expression, we chose an RNA sample obtained from each group,

which received the relative value of 100. All other samples received values for that sample.

Statistical Analysis
The results were evaluated by non-parametric methods, Kruskal-Wallis test and Mann-
Whitney U test, using the statistical program PRISM, (Graph Prism for Windows, version

6.01, GraphPad, CA, USA). Statistical significance was accepted at p < 0.05.
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Results

Clinical characteristics

Analysis of the clinical characteristics of women with PE, normotensive (NT) pregnant
women and non-pregnant (NP) women (Table 2) showed no statistical difference in age and
race parameters between the groups studied. Similarly, there was no significant difference in
gestational age and parity between women with PE and NT pregnant women. Systolic and
diastolic blood pressure were significantly higher in pre-eclamptic group (p<0.05) than in NT
and NP groups. Additionally, proteinuria levels were significantly higher (p <0.05) in women

with PE compared to NT pregnant women.

Concentration of DAMPs in plasma
Plasma concentrations of Hyaluronan, Hsp70 and HMGB1 were significantly higher in

women with PE compared with NT and NP women (Table 3).

Gene expression of inflammasome proteins and cytokines in monocytes stimulated with

hyaluronan

The gene expression of NLRP1 and NLRP3 (Fig. 1A and Fig. 1B) is increased in monocytes
from women with PE, stimulated or not with Hyaluronan (HA), when compared to the NT
and NP groups. It is also possible to notice lower gene expression of NLRP1 and NLRP3 in
monocytes stimulated or not with HA in NT group compared with the NP group. The PE
group showed significant difference between non-stimulated monocytes (HA") and the
stimulated (HA™) ones with increased NLRP1 and NLRP3 expression in stimulated cells.
Higher gene expression of caspase-1 (Fig. 1C) was detected in monocytes stimulated

or not with HA of PE group compared with NT group; however when PE group was
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compared with NP group a significant difference was detected only in unstimulated
monocytes. Moreover, caspase-1 expression in monocyte stimulated or not with HA was
lower in NT women compared with NP group. The PE and NP groups showed significant
difference between monocytes unstimulated (HA) and stimulated (HA") with increased
caspase-1 expression in stimulated cells.

Figure 1D shows that 200 puM of glybenclamide, an inhibitor of NLRP3
inflammasome, is capable of decrease the expression of caspase-1 in monocytes from NP
women, even when these cells were stimulated with HA (HA").

The increase in the gene expression of IL-1p is seen in monocytes of women with PE,
stimulated or not with HA when compared with the NT and NP groups (Fig. 2A).
Furthermore, a decrease in gene expression of IL-13 was detected in monocytes stimulated or
not with HA from NT group when compared with the NP group. It was also demonstrated that
the stimulus with HA (HA") induced increase in IL-1B gene expression in monocytes of
women with PE and NP group. Glybenclamide at 200 puM concentration was able of
inhibiting IL-1p expression by monocytes from non-pregnant women, even when these cells
were stimulated with HA (HA") (Fig. 2C).

A significant higher gene expression of IL-18 (Fig. 2B) and HMGBL1 (Fig. 2C) was
detected in monocytes from women with PE, stimulated or not with HA compared with NT
group. In addition, monocytes from the NT group stimulated with HA, presented lower gene
expression of this cytokine in relation to the NP group. Lower expression of HMGB1 gene
was detected in monocytes from NT group, stimulated with HA and compared to the NP
group. Figure 2E shows a large increase in TNF-a gene expression in monocytes from women
with PE, whether or not stimulated with HA, when compared to the NT and NP groups.
However, the group of NT women presented lower expression of TNF-a in monocytes

stimulated with HA (HA") than in the NP group. In addition, there is a significant difference
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between the gene expression of TNF-a in non-stimulated (HA") and HA-stimulated (HA")

monocytes, in pregnant women of PE and NP groups.

Production of cytokines by monocytes stimulated or not with HA

Figure 3A shows that monocytes from women with PE produced significantly higher basal
levels of IL-1p than those of NT and NP groups. Cell stimulation with HA induced higher
IL-1pB production by pre-eclamptic women only when compared to the NT group. It is also
possible to note decreased cytokine levels in HA-stimulated monocytes from NT group
compared to the NP group. In addition, there is a significant difference the in the production
of IL-1B by monocytes from the three groups studied, between basal and stimulated with HA
(HA™) cytokine production by these cells.

Increased IL-18 production was detected in non-stimulated monocyte cultures from
women with PE when compared to the NT group (Fig. 3B). Lower IL-18 levels was also
produced by non-stimulated monocytes from NT group when compared to the NP group.
However, significantly lower production of 1L-18 was observed by monocytes from women
with PE and NP women stimulated with HA (HA") when compared to basal production by
cells that were not stimulated (HA").

Figure 3C shows higher endogenous and HA-stimulated production of TNF-a HA by
monocytes of women with PE in relation to the NT group. It is also possible to note lower
release of TNF-a protein by monocytes from NT pregnant women, stimulated or not with HA,
when compared to the NP group. In addition, monocytes from NP women stimulated with HA
(HA™) had higher production of TNF-a than endogenous production by these cells. There was
no significant difference between basal and HA stimulated (HA") levels in monocytes of pre-

eclamptic women.
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Gene expression of inflammasome proteins and cytokines in monocytes stimulated with

Hsp70

Gene expression of NLRP1, NLRP3 and caspase-1 (Figs 4A, 4B and 4C) is significantly
increased in monocytes from women with PE, stimulated or not with Hsp70 compared to the
NT and NP groups. Lower expression of these genes was observed in monocytes from NT
women, stimulated or not with Hsp70, when compared to the NP group. The stimulation with
Hsp70 did not alter the gene expression of NLRP1, NLRP3 and caspase-1 in the three groups
studied.

Increased gene expression of IL-1B cytokine (Fig. 5A) was detected in monocytes
cultured with or without Hsp70 of women with PE compared to the NT and NP groups.
However, the NT group shows a decrease in IL-1p gene expression in monocytes stimulated
or not with Hsp70 when compared to the NP group. Gene expression of I1L-18 (Fig. 5B) and
HMGBL1 (Fig. 5C) both endogenous and estimulated by HspP70 in monocytes of women with
PE were increased in relation to the NT group. Lower gene expression of HMGB1 was
detected in monocytes from NT pregnant women, stimulated with Hsp70 than in NP group.
Stimulation with Hsp70 did not increased gene expression of IL-1p, IL-18 and HMGBL1 by
monocytes from the three groups studied.

Figure 5D shows increased gene expression of TNF-a in monocytes of women with PE,
stimulated or not with Hsp70, when compared with the NT and NP groups. In addition, a
significant difference was observed between the gene expression of TNF-a in non-stimulated

(Hsp707) and stimulated with Hsp70 (Hsp70™) monocytes in all groups studied.
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Production of cytokines by monocytes stimulated or not with HSP70

Figure 6A shows that endogenous production of IL-1f3 by monocytes from women with PE
was significantly higher than in NT and NP groups. The stimulation of cells from NT
pregnant women with Hsp70 induced lower IL-18 production compared to the PE and NP
groups. In addition, significant differences were detected between cultures of monocytes
stimulated with Hsp70 (Hsp70™) and the basal (Hsp707) production by these cells in the three
groups studied.

Basal production of 1L-18 was significantly higher in monocyte cultures from women
with PE than in NT group (Fig. 6B). There is also a decrease in the endogenous cytokine
levels in monocytes from NT group compared to the NP group. Stimulation with Hsp70 did
not increase IL-18 production by monocytes of the PE, NT and NP groups.

Figure 6C shows higher TNF-a production in non-stimulated and Hsp70-stimulated
(Hsp70™) monocyte cultures of PE and NP groups than those of NT group. In addition,
monocytes from the three groups studied produced higher levels of TNF-a after Hsp70

stimulation in relation to the basal production by these cells.

Discussion

The present study evaluated the participation of the DAMPs, HA, Hsp70 and HMGBL in the
systemic inflammatory response observed in PE. The results of significantly higher plasma
concentrations of these DAMPs in women with PE compared with normotensive pregnant
women and non-pregnant women confirm previous studies in the literature showing elevated
systemic levels of these DAMPs in pre-eclamptic women and their participation in the
pathogenesis of PE.!**32%837 The origin of these DAMPs in plasma is unknown, but there is
evidence that they can be released from damaged tissues and necrotic cells and include

degraded extracellular matrix components, heat shock proteins, HMGBL1 protein and nucleic
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acids, among others. In PE, many of these DAMPs are known to contribute to both local
placental and systemic inflammation as well as endothelial dysfunction. Considering that in
the PE the placental syncytiotrophoblast is submitted to oxidative and inflammatory stress,
inflammatory molecules like Hsp70, HMGBL1, Galectin 3 and Synctin 1 are transported by
microvesicles and can act as DAMPs in both placenta and peripheral blood mononuclear cells
in women with PE.>* Thus, placental release of microvesicles and nanovesicles from the
syncytiotrophoblast to the maternal circulation may exert pro-inflammatory, antiendothelial
and pro-coagulant activity in vitro, characteristics of this maternal syndrome.?*>* According
to Khan & Hay,> it is possible that these microparticles can act as DAMPs, inducing
inflammasome hyperactivation and resulting in exaggerated inflammatory state in PE. In
recent work we have demonstrated the activation of the NLRP3 inflammasome in placenta
from pre-eclamptic women, represented by increased gene expression of NLRP3, caspase-1,
IL-1B, TNF-a, HMGB1 and elevated levels of caspase-1 and these inflammatory cytokines in
placental tissue.™

The analysis of the gene expression of caspase-1 NLRP1 and NLRP3, as well as of IL-
1B, IL-18, HMGB1 and TNF-a in peripheral blood monocytes of women with PE showed that
these parameters were elevated in women with PE and confirm previous results of the
spontaneous activation of these inflammasome in these patients.’® These results associated
with increased protein expression of the inflammatory cytokines IL-13, TNF-a. and HMGB1
indicate endogenous activation of these cells when compared to monocytes of normotensive
pregnant women. Thus, the spontaneous basal activation of inflammasomes in circulating
monocytes of pre-eclamptic women suggests that these cells can be activated by alarmins or
DAMPs present in plasma. It is reported that such inflammation-promoting complexes can be
activated by host-derived molecules, demonstrating that the immune system is not only

capable of recognizing foreign particles, but may also reacts to endogenous cell damage
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indicators such as extracellular ATP,*® metabolic stress,> hyaluronan, one of the main
components of the extracellular matrix that is released during tissue injury,®® uric acid,
reactive oxygen intermediates, among other DAMPs.**

Monocytes from pre-eclamptic women stimulate with HA showed an increase in the
gene expression of NLRP3 and caspase-1, confirming the results of Yamazaki et al.*®
However, the cells of women with PE also showed increased gene expression of NLRP1
when stimulated with HA. This bound may be explained due to an NLRP1 polymorphism
variant rs12150220 (L155H) found in women with PE.*

The gene expression of IL-1p, TNF-a and HMGBL1 in monocytes from pre-eclamptic
women and non-pregnant women stimulated with HA was increased when compared with
normotensive pregnant women. These results, together with the decrease in expression of
caspase-1 and IL-1p when monocytes were cultured with HA plus glybenclamide, an inhibitor
of the inflammasome,> demonstrated that HA play a role in inflammasome-induction,
leading to inflammatory activity of these cells. The results of the activation of NLRP1 and
NLRP3 inflammasomes in monocytes from pre-eclamptic and non-pregnant women induced
by HA are similar to those obtained previously by these cell stimulation with monosodium
urate™ and suggest that the DAMPs, HA and uric acid, when in high plasma concentrations
may be involved in the systemic inflammatory process by maintaining the activation of the
monocytes from women with PE.

Monocyte stimulation with Hsp70 did not induce significantly increase in gene the
expression of NLRP1, NLRP3 and caspase-1, suggesting that this DAMP does not activate
inflammasomes. Mandrekar et al.!” demonstrated that the induction of oxidative stress in
monocytes and macrophages leads to Hsp70 production which regulates the activation of the
nuclear transcription factor NF-xB and the expression of the TNF-a gene. However, our

results showed that the stimulation of monocytes with Hsp70 induced increased production of
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IL-1B and TNF-a, suggesting that another pathway of activation may be involved in these
inflammatory cytokines production, probably the TLR4 pathway. Human recombinant Hsp70
induces the secretion of proinflammatory cytokines via interaction with the TLR4 receptor.*

Activation of inflammasomes usually requires two signals. The first signal consists of
the activation of the TLR receptor pathways resulting in the production of pro-I1L-1p and pro-
IL-18, as well as in the increase of transcription and translation of molecules like NLRP3. The
second signal is related to the assembly and activation of the inflammasomes that can be
activated by a variety of stimuli.®® According to Bauernfeind et al.?* the need for this dual
stimulation to activate the inflammasomes could be important to prevent the uncontrolled
activation of NLRP3, responsible for devastating consequences in the host, as occurs in
autoinflammatory diseases. Human peripheral blood monocytes, unlike tissue macrophages,
have constitutively activated caspase-1 which is, therefore, able to cleave pro-IL-1p in
biologically active IL-1p with only one activation signal, such as the interaction of ligands
with TLR2 and TLR4 receptors. Thus, IL-1p production is differently regulated in monocytes
and macrophages, reflecting the different functions of these cells in host defense and
inflammation, representing an adaptation of each cell to its respective environment.®

The elevated levels of TNF-a in pre-eclamptic women detected in the present study
could act in the inflammasome complex by its stimulatory effect on the transcription factor
nuclear-xB. The synthesis of TNF-a as well as IL-1p is regulated in part by NF-xB, which is
more active in cells of women with PE.'* This factor regulates transcription of genes related

to inflammation®%*

and TNF-a, on the other hand, acts by stimulating the activation of NF-
kB, maintaining a cycle of cellular activation.®® Although not directly related to the
inflammasomes, TNF-a is an important inflammatory cytokine produced in the first sign of

activation of this multiprotein complex. A recent study demonstrated that in vitro stimulation

with TNF-a induces early expression of NLRP3 mRNA in a 3T3-LI adipocyte line that is
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detected soon after one hour of culture, reaching the maximum concentration after 3 h post-
stimulation and suggesting that the gene NLRP3 is an immediate responsive gene to TNF-a.
The expression of TNF-a-induced NLRP3 in these cells depends on the ERK pathway,
probably in coordination with the NF-kB pathway.®® Furthermore, according to Bauernfeind
et al..®" elevated systemic levels of TNF-o were responsible for increased NLRP3 expression
and caspase-1 activity in adipose and liver tissues in elderly mice, suggesting that the NLRP3
inflammatory pathway plays an important role in sterile inflammatory processes.

Monocytes from normotensive pregnant women stimulated with HA and Hsp70
present lower expression of the inflammatory cytokines IL-1p, IL-18, TNF-o. and HMGBL in
relation to pre-eclamptic and non-pregnant women. This lower expression observed in
normotensive pregnant women could be due to the regulation exerted by IL-10 in these cells.
The predominance of the IL-10 anti-inflammatory cytokine in normal pregnancy might
minimize the deleterious effects of an excessive inflammatory response and is able to regulate
the inflammatory response that occurs during pregnancy by controlling the gene expression of
IL-1B and TNF-a. Previous work has shown that monocytes from pre-eclamptic pregnant
women produce significantly lower endogenous levels of IL-10 than normotensive pregnant
women, whereas TNF-a levels are elevated.'*%

In conclusion, the results of the present study demonstrated that monocytes from
women with PE show endogenous activation of NLRP1 and NLRP3 inflammasomes, and
express high levels of IL-1p, IL-18, HMGB1 and TNF-a. The activation of these
inflammasomes was associated with the higher plasma concentration of HA in these pregnant
women. The stimulation of monocytes with HA induced increased gene expression of
NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1p and HMGB1, as well as the production of IL-1p was more
evident in pre-eclamptic and non-pregnant women. Monocyte stimulated with Hsp70

contributed to the production of IL-1p and TNF-a by these cells through mechanism
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independent of inflammasome activation. These results suggest the participation of these
DAMPs in the systemic inflammatory response characteristic of PE. The study of mechanisms
involved in the activation of monocytes by DAMPs, whether or not dependent on
inflammasomes, in women with PE, will allow a better understanding of this important

inflammatory syndrome of pregnancy.
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Figure Legends

Figure 1: Gene expression of NLRP1 (A), NLRP3 (B) and caspase-1 (C) in monocytes from
pregnant women with preeclampsia (PE), normotensive pregnant women (NT), and non-
pregnant women (NP), stimulated or not with Hyaluronan (HA). Expression of caspase-1 (D)

in monocytes from non-pregnant women cultured with 50 uM or 200 uM of glybenclamide

and stimulated or not with HA. * p<0.05 between groups HA"; + p <0.05 between groups

HA™; # p <0.05 between HA and HA™; « p <0.05 between groups (Kruskal-Wallis test).

Figure 2: Gene expression of IL-1f (A), IL-18 (B), HMGB1 (D) and TNF-a (E) in
monocytes from pregnant women with preeclampsia (PE), normotensive pregnant women
(NT), and non-pregnant women (NP), stimulated or not with Hyaluronan (HA). Expression of
IL-18 (C) in monocytes from non-pregnant women cultured with 50 pM or 200 pM of
glybenclamide and stimulated or not with HA. * p <0.05 between groups HA"; + p <0.05

between groups HA"; # p <0.05 between HA™ and HA"; « p <0.05 between groups (Kruskal-

Wallis test).

Figure 3: Production of the cytokines IL-1pB (A), IL-18 (B) e TNF-a (C) by monocytes from
pregnant women with preeclampsia (PE), normotensive pregnant women (NT), and non-

pregnant women (NP), stimulated or not with Hyaluronan (HA). * p <0.05 between groups

HA'; + p <0.05 between groups HA™; # p <0.05 between HA™ and HA" (Kruskal-Wallis test).

Figure 4: Gene expression of NLRP1 (A), NLRP3 (B) and caspase-1 (C) in monocytes from

women with preeclampsia (PE), normotensive pregnant women (NT), and non-pregnant
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women (NP), stimulated or not with Hsp70. * p <0.05 between groups Hsp70; + p <0.05

between groups Hsp70™; # p <0.05 between Hsp70™ and Hsp70™ (Kruskal-Wallis test).

Figure 5: Gene expression of IL-1p (A), IL-18 (B), HMGB1 (C) and TNF-a (D) in
monocytes from women with preeclampsia (PE), normotensive pregnant women (NT) and
non-pregnant women (NP), stimulated or not with Hsp70. * p <0.05 between Hsp70" groups;
+ p <0.05 between Hsp70" groups; # p <0.05 between HspP70™ and Hsp70" (Kruskal-Wallis

test).

Figure 6: Production of IL-1p (A), IL-18 (B) and TNF-a (C) by monocytes from women with
preeclampsia (PE), normotensive (NT) and non-pregnant women stimulated or not with
Hsp70. * p <0.05 between the Hsp70™ groups; + p <0.05 between the Hsp70™ groups; # p

<0.05 between Hsp70™ and Hsp70™ (Kruskal-Wallis test).

Table 1: Primers of inflammasomes proteins, cytokines and GAPDH
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Gene Forward primer (5°-3°) Reverse primer (5°-3°) GeneBank
NLRP1 (1728)TCCGGCTCCCATTAGACAGA(1747) (1810)AGACCCATCCTGGCTCATCT(1791) NM_033004.3
NLRP3 (2826)GAGGAAAAGGAAGGCCGACA(2845) | (2917)TGGCTGTTCACCAATCCATGA(2897) NM_004895.4
Casp-1 (1065)AGACATCCCACAATGGGCTC(1084) | (1172)TGAAAATCGAACCTTGCGGAAA(1151) NM_033292.3
HMGB1 (1404) TACGAAAAGGATATTGCTGC(1423) (1505)CTCCTCTTCCTTCTTTTTCTTG(1484) | NM_001313893.1
IL-1p (544)GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC(564) (653)AACACGCAGGACAGGTACAG(634) NM_000576.2
IL-18 (438)ACTGTAGAGATAATGCACCCCG(459) (517)AGTTACAGCCATACCTCTAGGC(496) NM_001562.3
TNF-a (325)GCTGCACTTTGGAGTGATCG(344) (462)GGGTTTGCTACAACATGGGC(443) NM_000594.3
GAPDH (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703) (801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782) NM_002046.4

Table 2. Clinical characteristics of pregnant women with preeclampsia, normotensive
pregnant women and non-pregnant women

Characteristics Pregnant women

Normotensive

Non-pregnant
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with preeclampsia  pregnant women women
(n=20) (n=20) (n=20)
Age (years) 25 (15 - 40) 26 (14 - 41) 24 (21 - 40)
R White (%) 82.3 89.3 84.0
4% Non-white (%) 17.7 10.7 16.0
Gestational age (weeks) 34 (23 -40) 35(24 - 39) -
: Nulliparous (%) 63 68
Parity Multiparous (%) 37 32
Systolic Blood Pressure 160" (140 — 200) 110 (90 -112) 114 (100 — 120)
(mmHg)
Diastolic Blood Pressure 4
110" (90 — 120 69 (63-70 70 (65— 80
(mmHg) (90 - 120) (63-70) (65 -80)
Proteinuria (mg / 24h) 1510* (300 — 18800) <300 ND
Uric acid (mg/dL) 5.8"(4.5-10.1) 3.8(2.3-4.7) 4.1(2.6-4.8)

Values are expressed in percentage or median, with the minimum and maximum values in parentheses.
ND = not determined. * (p <0.05) vs normotensive pregnant women (Mann-Whitney U test); # (p
<0.05) vs normotensive pregnant women and non-pregnant women (Kruskal-Wallis test).

Table 3. Concentration of DAMPs in plasma from women with preeclampsia, normotensive pregnant

women and non-pregnant women

Parameters Pregnant women

Normotensive

Non-pregnant
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with preeclampsia pregnant women women

(PE) (NT) (NP)
Hyaluronan (ng/mL) (20.1435129#6.8) 25 6_2i499_7) (3.3 i2i865_o)
#
Hsp70 (pg/mL) (404.22 Tl1272.8) (7-56?%;0-4) (12-;35*5&3-4)
#
HMGBL (ng/mL) (1.864? .}197.809) (1.6822 f)i-789) (1-8482;158-854)

Values are expressed in median, with the minimum and maximum values in parentheses.
# (p<0.05) vs normotensive pregnant women and non-pregnant women (Kruskal-Wallis test).

Figure 1
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FACULDADE DE MEDICINA DE
BOTUCATU -UNESP W

i

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ENVOLVIMENTO DE INFLAMASSOMO E AUTOFAGIA NA FISIOPATOLOGIA DA
PRE-ECLAMPSIA

Subprojeto 1: Avaliagdo de inflamassomo NLRP3 e autofagia em placentas de
gestantes portadoras de pre-eclampsia

Subprojeto 2: Envolvimento do inflamassomo na imunidade inata & adaptativa em
gestantes portadoras de pré-ecldmpsia

Subprojeto 3:Analise do inflamassomo NLRP3 induzido por acido urico em monocitos
de gestantes portadoras de pré-eclampsia

Pesquisador: Maria Terezinha Serrdo Peracoli

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 17748313.2.0000.5411

Instituicao Proponente: Departamento de Microbiologia e Imunologia

Patrocinador Principal: Fundac@o de Amparo a Pesquisa de Sao Paulo ((FAPESP))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 322.546
Data da Relatoria: 01/07/2013

Apresentagao do Projeto:

Projeto envolvendo 3 subprojetos que sdo complementares (1 mestrado e 2 doutorad) ser conduzido pela
pesquisadora e colaboradores (Ingrid Cristina Weel, Jose Carlos Peracolli, Mariana Leticia Matias, Mariana
Roméo e Vera Therezinha Borges).

A pré-eclampsia (PE) Incide entre 3% e 8% das gestacdes sendo uma das principals causas de
morbimortalidade materna e fetal.O estresse oxidativo e a deficiéncia das defesas antioxidantes séo
descritos na PE e associam-se com isquemia’hipoxia placentaria, lesdo endotelial @ niveis elevados de
citocinas pro-inflamatérias no plasma de gestantes portadoras de PE. O subprojeto um tem por objetive
avaliar se ocorre

desbalanco entre ativagdo do inflamassomo e autofagia em placenta de gestantes pré-eclampticas,

permitindo melhor compreensdo do mecanismo envolvido na disfungdo placentaria que ocorre na

Enderego: Chacara Butignolli | sin

Bairro: Rubso Junior CEP: 18618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb unesp br
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PE. O subprojeto dois pretende avaliar se ocorre ativacdo endégena do complexo inflamassomo NLRP3 em
mondcitos de gestantes com PE e o mecanismo de ativacdo desse complexo, induzido por estimulo com
estruturas moleculares relacionadas ao estresse oxidativo. Analisar a influéncia da ativacéo do
inflamassomo sobre o desenvolvimento da imunidade adaptativa nessas gestantes pela avaliacdo das
subpopulacdes de linfécitos TCD4+ e o perfil de citocinas produzido por essas células. O subprojeto trés
visa avaliar a presenca de ativacdo do complexo inflamassomo NLRP3 nessas células em gestantes
portadoras de PE. O conhecimento das vias do inflamassomo nos mondécitos podera trazer melhor
compreenséo do envolvimento da imunidade inata na fisiopatologia da PE.

Objetivo da Pesquisa:

Subprojeto 1: a)Avaliar a presenca de inflamassomo NLRP3 pela deteccdo de caspase-1, citocinas
produzidas (IL-1R e IL-18) e expressdo de HMGB1 e TNF-a em placenta de gestantes normotensas e
portadoras de PE; b)Avaliar a ocorréncia de autofagia através da analise da expresséo das proteinas LC3,
Beclin-1 e mTOR em tecido placentario de gestantes normotensas e portadoras de PE.

Subprojeto 2: a) A concentracédo das DAMPs (Hsp70, HMGB1, Hialuronan e Acido Urico) no plasma; b)O
estado de ativacéo, endogena e induzida pelas DAMPs (Hsp70, hialuronan e

urato monossoédico), em mondcitos de gestantes com PE pela identificac@o da presenca de inflamassomo
NLRP3 e sua associacdo com a producéo de IL-1b, TNF-a e IL-18 nessas células; ¢c)O envolvimento das
subpopulacdes de células T (Th1, Th2, Treg e Th17) na fisiopatologia da PE, analisando o perfil de citocinas
e fatores de transcricdo produzidos por essas subpopulacdes celulares; d) Correlacionar a ativacdo do
inflamassomo com o perfil das subpopulacdes de células T.

Subprojeto 3: a)Avaliar o estado de ativacdo, endégena e induzida por urato monossédico, de monécitos em
gestantes portadoras de PE pela presenca de inflamassomo NLRP1/NLRP3 e sua

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3850-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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associacdo com a producéo de IL-1b, TNF-a e IL- 18 por essas células; b)Correlacionar a concentracéo
plasmatica de acido urico com a ativacdo do inflamassomo e producdo de citocinas inflamatérias por
mondacitos de gestantes com PE.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Subprojeto 1: A coleta da placenta n&o oferece riscos a gestante, a ndo ser os riscos relativos ao parto e
que ndo estdo relacionados com a pesquisa. Subprojeto 2 e 3: No momento da coleta de sangue pode
haver dor da picada de agulha e, raramente, formacdo de um pequeno hematoma no local.

Beneficios:

Os resultados contribuirdo para melhor conhecimento dos mecanismos imunes envolvido na fisiopatologia
da PE e poderéo, no futuro estabelecer estratégias diferentes de prevencéo e tratamento dessa patologia
obstétrica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo unicentrico, envolvendo 3 subprojetos (1 Mestrado e 2 Doutorado).

Suprojeto 1: avaliacdo da placenta de 20 gestantes com PE e 20 normotensas.

Subprojeto2:40 gestantes (20 com PE e 20 normotensas), pareadas por idade gestacional e 20 mulheres
saudaveis ndo gravidas.

Subprojeto 3: 46 gestantes (23 normotensas e 23 PE), pareadas por idade gestacional e 23 mulheres
saudaveis ndo gravidas.

Critério de Incluséo:

Subprojeto 1: Gestantes: Ter gestacédo unica, IG entre 28 e 40 semanas com pré-natal e parto no Servico de
Obstetricia do HC FMB UNESP.

Subprojeto 2 e 3: Gestantes: Ter gestacéo unica, IG entre 28 e 40 semanas com pré-natal e parto no
Servico de Obstetricia do HC FMB UNESP.

Mulheres normais, ndo-gravidas: ter a mesma faixa etaria das gestantes e serem doadoras voluntarias do
Banco de sangue do Hemocentro da FMB-UNESP, sem diagndstico de qualquer patologia obstétrica ou
clinica.

Critério de Excluséo:

Subprojeto 1, 2 e 3: Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com excecéo de PE tais como:

gestacdo gemelar, préeclampsia anterior, hipertenséo cronica, diabetes, doencas renais, ma-formacéo fetal,
doencas infecciosas, soropositividade para HIV e uso de
drogas e alcool ou néo ter a gestacéo resolvida na Maternidade do HC FMB-UNESP.

Enderego: Chacara Butignolli , sin

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
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Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Metodologia de analise dos dados adequada (vide projeto).

Numero total de sujeitos: 169 sendo 43 mulheres néo gravidas (coleta de sangue); 63 com PE (coleta de
sangue e/ou placenta); 63 gestantes normotensas (sangue e/ou placenta).

Orgcamento: 366.633.85 (FAPESP).

TCLE: elaborado apenas para as gestantes, em forma de convite, sem explicacéo sobre a doenga e sobre o
objetivo da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
O projeto apresenta os seguintes termos:

- Projetos originais

- TCLE apenas para as gestantes com e sem PE (mesmo TCLE)
- Autorizacéo do superintendente do HC

- Folha de rosto (insituicao proponente IB)

- Termo de compromisso de cumprimento da resolucéo 196/96

- Declaracéo de relatdrio final e cronograma de execucéo

- Declaracéo de autorizacdo do Chefe de depto da Micro/lmuno

- Declaracéo de autorizacéo do Chefe de depto da GO

Recomendacgodes:

Sugiro:

- TCLE das gestantes: explicar qual é a doenca e o objetivo do estudo, e se a gestante ndo apresentar a
doenca qual a o objetivo da sua inclusédo

- elaboracédo de um termo de consentimento para as ndo gravidas

- Esclarecimento com relac&o ao numero de sujeitos: se as mesmas mulheres serdo utilizadas em todos os
3 subprojetos, ja que sdo complementares, ai o numero seria de 23 gestantes saudaveis, 23 com PE e 23
néo gravidas ou se realmente séo 169 como colocado no projeto da PB (43 nédo gravidas, 63 com PE e 63
gestantes normotensas)

- Autorizacéo do responsavel pelo Hemocentro.

Enderego: Chacara Butignolli, s/n

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp_br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Pendente

- adequar o TCLE das gestantes (com e sem Pré-eclampsia)

- elaborar TCLE para as nédo gravidas, voluntarias do Banco de SAngue, de acordo com o protocolo do
Banco de Sangue.

- esclarecimentos quanto ao tamanho amostral;

- autorizac&o do responsavel

Situagao do Parecer:
Pendente

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideragotes Finais a critério do CEP:

Caso Vossa Senhoria atenda as pendéncias até o dia 08/07/2013, sera possivel a realizacéo de revisdo de
seu processo em reuniéo extraordinaria do CEP que acontecera em 19/07/2013.

BOTUCATU, 02 de Julho de 2013

Assinador por:
Trajano Sardenberg

(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli , s/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3830-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br

Pagina 05 de 05

149



ANEXO 3 - Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

“ENVOLVIMENTO DE INFLAMASSOMO E AUTOFAGIA NA FISIOPATOLOGIA DA PRE-ECLAMPSIA”
Projeto 1: Avaliagdo de inflamassomo NLRP3 e autofagia em placentas de gestantes portadoras de pré-eclampsia

Projeto 2: Envolvimento do inflamassomo na imunidade inata e adaptativa em gestantes portadoras de pré-eclampsia
Projeto 3: Analise do inflamassomo NLRP3 induzido por acido drico em mondcitos de gestantes portadoras de pré-
eclampsia

Eu, gestante, atendida no Servico de Obstetricia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, fui convidada a participar da pesquisa para compor a

lista de pacientes com pré-eclampsia. O objetivo desta pesquisa € o de entender como a pré-eclampsia atua no
organismo das gestantes. Fui solidtada a doar pequena quantidade de sangue da veia do braco (10 mL), que sera
colhido com seringa e agulha descartavel, uma tnica vez, no momento em que for atendida pelo médico e/ou
sera colhido um pedaco da placenta depois do parto. O convite para participar da pesquisa sera feito na auséncia
de dor ou de qualquer sintoma que dificulte meu entendimento. Estou ciente de que a doacdo desse volume de
sangue ndo me causara dor, a ndo ser a da picada da agulha no momento da coleta do sangue e, raramente, a
formacao de um pequeno hematoma no local. Fui informada que ndo terei beneficios direto com a pesquisa, mas
gue 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 dividas e desistir de participar da pesquisa, sem prejuizo
do atendimento médico que necessitare, que meu nome ndo aparecera quando os resultados forem divulgados.
Estou ciente de que, caso eu seja menor de idade, este termo de consentimento deverd ser assinado por mim e
pelo meu responsavel.

Assim, concordo em participar da pesquisa.

Obs: Vocé receberd uma copia deste documento. Informag8es adicionais poderdo ser obtidas no Comité de Etica
em Pesquisa, atraves do fone: (14) 3880-1608 / 1609.

Botucatu, de de20__
Assinatura do voluntario maior de 18 anos Assinatura do responsavel
Assinatura do pesquisador Assinatura da adolescente maior de 11 anos

Pesquisadores:

Maria Terezinha 5. Peracoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0430

José Carlos Peracoli — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina Botucatu — UNESP
Fone: (14) 3880-1015

Ingrid Cristina Weel— Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431

Mariana Leticia Matias — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431

Mariana Romao — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

“ENVOLVIMENTO DE INFLAMASSOMO E AUTOFAGIA NA FISIOPATOLOGIA DA PRE-ECLAMPSIA”

Projeto 1: Avaliagdo de inflamassomo NLRP3 e autofagia em placentas de gestantes portadoras de pré-eclampsia

Projeto 2: Envolvimento do inflamassomo na imunidade inata e adaptativa em gestantes portadoras de pré-ecldmpsia
Projeto 3: Analise do inflamassomo NLRP3 induzido por dcido drico em mendcitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia

Eu, gestante, atendida na Unidade de Saude da Familia—
Jardim lolanda, fui convidada a participar da pesquisa para compor a lista de pacientes como grupo controle, por
nao possuir doenca. O objetivo desta pesquisa é o de entender como a pré-eclampsia atua no organismo das

gestantes, paraisso é necessario entender como se desenvolve a gestacdo sem essa doenca. Fui solicitada a doar
pequena quantidade de sangue da veia do braco (10 mL), que sera colhido com seringa e agulha descartavel, uma
unica vez, no momento em que for atendida pelo médico efou sera colhido um pedaco da placenta depois do
parto. O convite para participar da pesquisa sera feito na auséncia de dor ou de qualquer sintoma que dificulte meu
entendimento. Estouciente de que a doacdo desse volume de sangue ndo me causara dor, a ndo ser a da picada da
agulha no momento da coleta do sangue e, raramente, a formacdo de um pequeno hematoma no local. Fui
informada que ndo terei_beneficios direto com a pesquisa, mas que o resultado desse exame poderd 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 ndo aparecera quando os resultados forem divulgados. Estou ciente de que, caso eu seja menor de
idade, este termo de consentimento devera ser assinado por mim e pelo meu responsavel.

Assim, concordo em participar da pesquisa.

Obs: Vocé receberd uma copia deste documento. Informactes adicionais poderdo ser obtidas no Comité de Etica
em Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.

Botucatu, de de20
Assinatura do voluntério maior de 18 anos Assinatura do responsavel
Assinatura do pesquisador Assinatura da adolescente maior de 11 anos

Pesquisadores:

Maria Terezinha Serrdo Peragoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0430

José Carlos Peracoli — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina Botucatu — UNESP
Fone: (14} 3880-1015

Mariana Romao — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431

Mariana Leticia Matias — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431

Ingrid Cristina Weel — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

“ENVOLVIMENTO DE INFLAMASSOMO E AUTOFAGIA NA FISIOPATOLOGIA DA PRE-ECLAMPSIA”

Projeto 1: Avaliagdo de inflamassomo NLRP3 e autofagia em placentas de gestantes portadoras de pré-eclampsia

Projeto 2: Envelvimento do inflamassome na imunidade inata e adaptativa em gestantes portadoras de pré-eclampsia
Projeto 3: Analise do inflamassomo NLRP3 induzido por acide Grico em mondécitos de gestantes portadoras de pré-
eclampsia

Eu, , doadora de sangue do Hemocentro do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, fui convidada a participar da pesquisa para

como grupo controle, por ndo possuir doenga. O objetivo desta pesquisa € o de entender como a pré-eclampsia
atua no organismo das gestantes. Para isso & necessario entender como se desenvolve a gestacdo sem essa
doenca e como é a resposta do organismo de mulheres ndo gravidas. Nesta pesquiza, fui solicitado a doar
pequena quantidade de sangue da veia do braco (10 mL), que sera colhido com seringa e agulha descartavel, uma
unica vez, no momento em que for atendida. Estou ciente de que a doagdo desse volume de sangue ndo me
causara dor, a ndo ser a da picada da agulha no momento da coleta do sangue e, raramente, a formacdo de um
pegueno hematoma no local. Fui informada que ndo terei beneficios direto com a pesquisa, mas gue o resultado
desse exame podera ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obté-lo. Fui informada também que eu
posso, a qualguer momento, esclarecer dividas e desistir de participar da pesquisa, sem prejuizo do atendimento
medico que necessitar e, que meu nome nao aparecera quando os resultados forem divulgados.

Assim, concordo em participar da pesquisa.

Obs: Vocé receberd uma copia deste documento. Informacdes adicionais poderdo ser obtidas no Comité de Etica
em Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.

Botucatu, ___de de20__

Assinatura do voluntario Assinatura do pesquisador

Pesquisadores:

Maria Terezinha Serrdo Peragoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Bioci&ncias de Botucatu -
UMNESP
Fone: (14)3880-0430

José Carlos Peracoli — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina Botucatu — UNESP
Fone: (14) 3880-1015

Mariana Romé&o — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431

Ingrid Cristina Weel — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431

Mariana Leticia Matias — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0431
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