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Introdução: A pré-eclampsia (PE) destaca-se como uma das principais 

causas de morbidade e mortalidade tanto materna como fetal, se caracteriza por 

ativação anormal do sistema imune inato e adaptativo. No plasma de gestantes 

portadoras de PE encontram-se níveis elevados de estruturas moleculares 

associadas ao estresse e morte celular, denominados padrões moleculares 

associados ao dano (DAMPs) como, proteína de choque térmico (Hsp70), HMGB1 

(high mobility group box 1), Hialurona (HA) e Ácido Úrico, que parecem contribuir 

diretamente com a patogênese dessa doença. Essas DAMPs ligam-se a receptores 

presentes em células da imunidade inata, podendo ativar um complexo intracelular 

denominado inflamassoma, responsável pelo processamento e liberação de IL-1β e 

IL-18. Essas citocinas são potentes mediadores inflamatórios e importantes na 

ativação da resposta imune adaptativa, auxiliando a ativação de células T em Th17 e 

Th1, respectivamente. Na PE, a ocorrência de resposta inflamatória sistêmica 

parece decorrer da deficiência no controle de células T efetoras por células T 

reguladoras (Treg). Portanto, o balanço entre células Treg e Th17 pode ser crítico 

para a tolerância ao feto e para a prevenção da doença.  

Objetivos: O presente trabalho teve como objetivos: Avaliar o estado de 

ativação, endógena e induzida pelas DAMPs (urato monossódico (MSU), HA e 

Hsp70), em monócitos, pela identificação da presença do inflamassoma e 

associação com a produção de citocinas; Avaliar o envolvimento das subpopulações 

de células T (Th1, Th2, Treg e Th17) pela análise dos fatores de transcrição e pelo 

padrão 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 saudáveis não grávidas (MNG). O 

plasma foi separado e armazenado à -80°C para dosagem das DAMPs (ácido úrico, 

HA, HMGB1 e Hsp70). Monócitos de sangue periférico foram incubados na presença 

ou ausência das DAMPs (MSU, HA e Hsp70). O sobrenadante obtido após 18h de 

cultivo foi aspirado e empregado para dosagem das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-18 

por ELISA. A presença de inflamassoma nessas células foi avaliada pela 

quantificação de RNAm de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, IL-18, TNF-α e 

HMGB1 por RT-qPCR após 4h de cultura. Os resultados mostraram concentração 

plasmática elevada de MSU, HA, Hsp70 e HMGB1 e expressão gênica endógena de 
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NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, TNF-α e HMGB1 significativamente maior em 

gestantes com PE em comparação aos grupos GN e MNG. Em relação à produção 

endógena de citocinas, IL-1β foi maior no grupo PE em relação aos grupos GN e 

MNG, enquanto IL-18 e TNF-α estão aumentadas apenas no grupo PE comparado 

ao grupo GN. O estímulo de monócitos de gestantes pré-eclâmpticas e de mulheres 

não grávidas com MSU induziu aumento na expressão gênica de NLRP3, caspase-1 

e TNF-α em relação à expressão endógena nesses grupos, enquanto esse efeito 

não foi observado em gestantes normotensas. Quando os monócitos foram 

estimulados com HA observou-se aumento da expressão de RNAm de NLRP1, 

NLRP3, caspase-1, IL-1β, TNF-α e HMGB1, enquanto Hsp70 estimulou apenas a 

expressão de RNAm de TNF-α. A análise das citocinas por ELISA mostrou que 

monócitos de gestantes com PE produziram níveis endógenos e estimulados com 

MSU mais elevados de IL-1β, IL-18 e TNF-α em comparação ao grupo GN. Todos os 

grupos apresentaram aumento de IL-1β após estímulo com HA e aumento de IL-1β e 

TNF-α quando estimulados com Hsp70. Para estudo das subpopulações de células 

T as células mononucleares do sangue periférico foram avaliadas pela expressão 

endógena dos fatores de transcrição para células T-bet (Th1), GATA3 (Th2), RORc 

(Th17) e Foxp3 (Treg) por citometria de fluxo. Essas células foram cultivadas na 

ausência ou presença das DAMPs e o sobrenadante foi empregado para 

determinação das citocinas de perfil Th1 (IFN-γ e TNF-β), Th2 (IL-4), Treg (IL-10 e 

TGF-β1) e Th17 (IL-17 e IL-22) por ELISA. Os resultados mostraram polarização 

para perfis inflamatórios Th1/Th17 e diminuição de perfis anti-inflamatórios Th2/Treg 

em gestantes portadoras de PE associados a níveis endógenos elevados das 

citocinas inflamatórias TNF-α, IFN-γ, IL-17 e diminuídos de TGF-β e IL-10 quando 

comparadas com gestantes normotensas. O estímulo das células com MSU induziu 

aumento de IFN-γ, IL-22 em todos os grupos estudados, enquanto os estímulos com 

MSU e HA induziram aumento de IL-17 somente no grupo de normotensas. As 

DAMPs MSU e Hsp70 induziram aumento significativo da produção de TNF-α nos 

grupos de PE e MNG. Níveis elevados de TGF-β1 foram produzidos por células de 

gestantes portadoras de PE estimuladas com MSU, HA e Hsp70, enquanto HA e 

Hsp70 induziram diminuição da produção dessa citocina em gestantes normotensas.  

Conclusões: A maior expressão gênica endógena de NLRP1, NLRP3, 

caspase-1, IL-1β, HMGB1 e TNF-α em monócitos de gestantes pré-eclâmpticas 
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confirma o estado de ativação dessas células na PE. Assim como a ativação 

endógena para perfil Th1/Th17 e expressão elevada de citocinas inflamatórias em 

gestantes pré-eclampticas demonstra o desbalanço inflamatório presente nessas 

gestantes. As DAMPs foram capazes de estimular tanto a resposta imune inata 

como a adaptativa em gestantes pré-eclâmpticas sugerindo que essas alarminas 

desempenham papel na ativação do sistema imune e na liberação de citocinas 

inflamatórias participando na patogênese dessa importante síndrome da gestação. 

 

Palavras-chave: Pré-eclâmpsia, citocinas, DAMPs, monócitos e subpopulações 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-1β 

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 Th1, 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 (Th1, 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 -80ºC 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-α, IL-

1β and IL-18 by ELISA. The presence of inflammasomes in these cells was 

evaluated by quantification of mRNA of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, IL-18, 

TNF-α and HMGB1 by RT-qPCR 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-1β, TNF-α 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-1β was higher in the PE group compared to 

the NT and NP groups, while IL-18 and TNF-α 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-α 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-1β, TNF-α and HMGB1 was observed, whereas Hsp70 stimulated TNF-α 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-

1β, IL-18 and TNF-α compared to the NT group. All groups showed increase of IL-1β 

after stimulation with HA and increase of IL-1β and TNF-α 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 (Th1), 

GATA3 (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 Th1 (IFN-γ and TNF-β), Th2 (IL-4), Treg (IL-10 and TGF-β1) 

and Th17 (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-α, IFN-γ, IL-17 and decreased TGF-β And IL-10 when compared with 

normotensive pregnant women. Stimulation of the cells with MSU induced an 

increase of IFN-γ, 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-α production in the PE and NP groups. 

Elevated levels of TGF-β1 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-1β, HMGB1 and TNF-α 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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INTRODUÇÃO 
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A pré-eclâmpsia é uma síndrome específica da gestação humana, que, entre 

outras manifestações, apresenta desvio da resposta imune para perfil inflamatório 

intenso, apresentando ativação endógena de células da imunidade inata e 

adaptativa. Grande parte das gestantes que desenvolvem essa síndrome, não 

apresentam sinais clínicos de infecção, portanto, acreditamos que a inflamação 

estéril participa na indução e manutenção dessa inflamação exacerbada presente 

nessas gestantes.  

Essa inflamação estéril pode ser desencadeada pela presença de padrões 

moleculares associados ao dano (DAMPs), que se encontram aumentados no 

plasma dessas gestantes, contribuindo tanto para a inflamação placentária local 

como para a inflamação sistêmica e a disfunção endotelial.  

Nesse contexto de inflamação estéril é interessante conhecer a capacidade 

dessas DAMPs em ativar a resposta inflamatória em gestantes portadoras PE, tanto 

na imunidade inata, como na imunidade adaptativa. 

O presente trabalho foi então formulado e discutido em três capítulos com 

formato de artigos. 

Capítulo 1 – artigo científico 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. 

Capítulo 2 – artigo submetido para publicação 

 DAMPs induzem inflamação em gestantes portadoras de pré-eclâmpsia. 

Capítulo 3 – manuscrito em preparação 

 DAMPs induzem polarização da imunidade adaptativa para perfil inflamatório 

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

 

a) A ativação dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3, tanto endógeno como 

estimulados por urato monossódico em monócitos de gestantes portadoras de 

pré-eclâmpsia e sua associação com produção de citocinas inflamatórias. 

 

b) O estado de ativação, endógena e induzida pelas DAMPs (Hsp70 e 

hialurona), em monócitos de gestantes com PE pela identificação da presença 

dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e associação com a produção de IL-1β, 

TNF-α e IL-18 nessas células. 

 

c) O envolvimento das subpopulações de células T (Th1, Th2, Treg e Th17) na 

fisiopatologia da PE, analisando os fatores de transcrição e perfil de citocinas, 

estimuladas ou não com as DAMPs (Hsp70, hialurona e urato monossódico), 

produzidos por essas subpopulações celulares. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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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 níveis elevados de 

estruturas moleculares associadas ao estresse e morte celular (DAMPs), como 

hialurona (HA) e proteínas de choque térmico (HSP) as quais podem interagir com 

receptores presentes em células da imunidade inata e ativar um complexo 

intracelular que promove a inflamação, denominado inflamassoma. O presente 

estudo teve por objetivo avaliar o envolvimento das DAMPs, HA e Hsp70 na ativação 

dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em monócitos. Foram estudadas 20 gestantes 

portadoras de PE, 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres não-grávidas 

(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). 

Monócitos de sangue periférico foram incubados na presença ou ausência das 

DAMPs (HA e Hsp70) e o sobrenadante obtido após 18h de cultivo foi utilizado para 

dosagem das citocinas Interleucina-1β (IL-1β), IL-18 e fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-) por ELISA. A presença de inflamassoma foi avaliada pela quantificação de 

RNAm de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, IL-18, HMGB1 e TNF-α por RT-qPCR. 

Os resultados mostraram concentração plasmática de HA, Hsp70 e HMGB1 e 

expressão gênica endógena de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, TNF-α e HMGB1 

significativamente maiores em gestantes com PE em comparação às GN e MNG. 

Em relação à produção endógena de citocinas pelos monócitos, IL-1β foi maior no 

grupo PE em relação aos grupos GN e MNG, enquanto IL-18 e TNF-α foram 

aumentadas apenas no grupo PE comparado ao grupo GN. Quando os monócitos 

foram estimulados com HA observou-se aumento da expressão de RNAm de 

NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, TNF-α e HMGB1, enquanto Hsp70 estimulou 

apenas a expressão de RNAm de TNF-α. Todos os grupos apresentaram aumento 

de IL-1β após estímulo com HA e aumento de IL-1β e TNF-α quando estimulados 

com Hsp70. A maior expressão gênica endógena de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-

1β, HMGB1 e TNF-α em monócitos de gestantes pré-eclâmpticas confirma o estado 

de ativação dessas células na PE. A maior expressão gênica do inflamassoma 

induzido com HA sugere que essa DAMP pode contribuir para a ativação desse 

complexo em monócitos de gestantes com PE. Apesar de Hsp70 não induzir 

ativação do inflamassoma, contribuiu para produção de IL-1β e TNF-α pelos 
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monócitos. Esses resultados sugerem a participação dessas DAMPs no processo 

inflamatório observado na PE. 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

A adaptação materna à gestação requer uma interação proeminente e 

rigidamente controlada entre as imunidades inata e adaptativa, para permitir o 

crescimento e desenvolvimento normais do semi-enxerto fetal (Van Rijn et al., 2008). 

Durante a gestação humana a principal causa de morbidade, mortalidade e 

parto prematuro entre 2 a 10% das gestações (ACOG, 2002), é a pré-eclâmpsia 

(PE), uma síndrome específica da gravidez. Os parâmetros clínicos que identificam o 

desenvolvimento dessa patologia são: hipertensão arterial (PA ≥ 140 x 90 mmHg) e 

proteinúria (≥ 300 mg/24h) (NHBPEP, 2000) que se manifestam a partir da vigésima 

semana de gestação ou nos primeiros dias após o parto. Outras disfunções 

maternas também estão relacionadas com PE, como insuficiência renal, 

envolvimento hepático, complicações neurológicas ou hematológicas, disfunção 

útero-placentária ou restrição de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al., 

2016).  

Na PE ocorre uma reação inflamatória sistêmica exacerbada que inclui 

ativação de células inflamatórias, como monócitos e granulócitos, bem como células 

endoteliais, que são parte do sistema inflamatório (Schuiling et al., 1997; Redman et 

al., 1999; Borzychowski et al., 2006). Essa patologia é caracterizada por produção 

excessiva de citocinas pró-inflamatórias (Johnson et al., 2002; Redman & Sargent, 

2003; Luppi & Deloia, 2006; Peraçoli et al., 2007) bem como por alterações na 

produção de citocinas reguladoras, como interleucina-10 (IL-10) e fator 

transformador do crescimento beta (TGF-β) (Pestka et al., 2004; Peraçoli et al., 

2008; Raghupathy, 2013). A produção endógena de fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) por monócitos do sangue periférico está significativamente mais elevada em 

gestantes pré-eclâmpticas do que em gestantes normais, sugerindo o estado de 

ativação dessas células (Peracoli et al., 2007; 2011; Cristofalo et al., 2013).  

A ativação de leucócitos no sangue periférico de gestantes com PE está 

associada a genes relacionados à inflamação. Esses leucócitos apresentam hiper-

regulação do gene da cadeia leve de NF-κB (NF-κB-1A) em gestantes com PE (Lok 
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et al., 2009), ocorrendo também associação entre aumento de ativação do NF-κB e 

maior produção de TNF-α e IL-1β por células mononucleares de gestantes pré-

eclâmpticas em comparação a gestantes normotensas (Giorgi et al., 2012). A 

produção mais elevada de TNF-α e IL-1β em gestantes com PE sugere que os 

efeitos deletérios das altas concentrações circulantes de TNF-α e IL-1β podem estar 

associados às manifestações mais graves da PE. 

A resposta inflamatória sistêmica intensa na PE parece estar relacionada com 

a liberação de substâncias capazes de induzir inflamação como componentes 

celulares presentes no plasma, derivados de proteínas, polissacarídeos e lipídeos, 

bem como produtos da matriz extracelular, os quais são denominados padrões 

moleculares associados ao dano (DAMPs) e considerados importantes moduladores 

da resposta inflamatória. As DAMPs são representadas por moléculas como ácido 

úrico (Matias et al., 2015), reativos intermediários do oxigênio, proteínas de choque 

térmico (HSPs) (Asea et al., 2002; Mandrekar et al., 2008), proteínas 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; Saïd-

Sadier & Ojcius, 2012). 

As Hsps são moléculas ubiquitárias e filogeneticamente conservadas, com 

funções de chaperonas e com atividade citoprotetora (Hightower, 1991), presentes 

em todos os organismos (Njemini et al., 2003). A indução de estresse oxidativo leva 

à produção de Hsp70, que regula a ativação do fator de transcrição nuclear NF-κB e 

a expressão do gene do TNF-α em monócitos e macrófagos (Mandrekar et al., 

2008). Além disso, a liberação de Hsp70 por monócitos/macrófagos atua como “sinal 

de perigo” estimulando a produção de TNF-α, IL-6 e IL-8 por linhagens de 

macrófagos humanos, THP-1 (Lee et al., 2013). Concentração sérica elevada de 

Hsp70 é 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 proteína previamente descrita 

como estritamente nuclear, devido a sua ligação ao DNA e papel na transcrição, 

reparação e replicação de genes (Bustin, 1999) e posteriormente considerada como 

citocina com potente atividade inflamatória, devido suas funções extranucleares 

(Holmlund et al., 2007). Em condições inflamatórias ou de lesão, HMGB1 pode ser 
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secretada ativamente por células da imunidade inata como macrófagos e monócitos 

e, passivamente pelas células necróticas, sendo considerada “sinal de perigo” 

(Wang et al., 2004). A literatura demonstra ainda que a liberação de HMGB1 em 

endotoxemia é dependente da ativação do inflamassoma NLRP3 (Lamkanfi et al., 

2010). Cultura de monócitos estimulados com HMGB1 resulta na liberação de TNF-

α, IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-6, IL-8, mas não de IL-10 ou IL-12 por essas células 

(Andersson et al., 2000). HMGB1 está aumentada no plasma de gestante com PE 

quando comparadas com gestantes normotensas (Naruse et al., 2012), sendo 

descrito que pode contribuir para o desenvolvimento da resposta inflamatória em 

pacientes com PE (Zhu et al., 2015). 

O hialurona (HA) é um glicosaminoglicano da matriz extracelular, que em 

ambientes inflamatórios sofre rápida degradação, resultando no acúmulo de 

fragmentos com baixo peso molecular (Fraser et al., 1997; Campo et al., 2010). 

Esses fragmentos ativam a resposta pró-inflamatória 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-

inflamatória (Taylor et al., 2004; Scheibner et al., 2006; Stern et al., 2006). Níveis 

plasmáticos elevados de HA são descritos em gestantes portadoras de PE e 

eclâmpsia (Berg et al., 2001; Romão et al., 2014).  

As DAMPs exercem seu efeito inflamatório por meio da interação com 

receptores de reconhecimento de padrão (PRRs) expressos em células da 

imunidade inata. Esses receptores são considerados componentes centrais do 

sistema imune inato e estão envolvidos na resposta inflamatória de monócitos (Kim 

et al., 2005; Mazouni et al., 2008). Os principais são os receptores semelhantes ao 

Toll (TLRs), que reconhecem e ligam moléculas presentes na superfície de 

patógenos (Koga & Mor, 2008), além de produtos endógenos de células do 

hospedeiro, que são liberados durante lesão tecidual e denominados “alarminas” ou 

DAMPs (Matzinger, 2002; Kim et al., 2005). Assim a ativação dos TLRs por 

microrganismos ou por produtos endógenos pode regular tanto a fagocitose e 

atividade microbicida, como também a liberação de citocinas inflamatórias (Krutzik et 

al., 2005).  

Outros receptores PRRs compreendem os membros da família de receptores 

Nod-like ou NLR (proteína contendo domínio de oligomerização nucleotídica), que 
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são proteínas citosólicas que reconhecem PAMPs e DAMPs dentro do citoplasma da 

célula do hospedeiro e recrutam outras proteínas, formando complexos de 

sinalização que promovem a inflamação e são denominados inflamassomas, 

gerando formas ativas de IL-1β (Franchi et al., 2009). 

Após interação com as DAMPs, diversas proteínas NLRP3 idênticas formam 

um oligômero e cada NLRP3 do oligômero se liga a uma proteína adaptadora 

chamada ASC. Esta se liga à forma precursora inativa da enzima caspase-1 que é 

uma protease de cisteinilaspartato, importante nos mecanismo de apoptose e 

inflamação (Fuentes-Prior & Salvesen, 2004). A caspase-1 é uma importante 

proteína inflamatória sintetizada na forma de pró-caspase-1 e se torna 

biologicamente ativa quando o inflamassoma inicia seu processo de formação 

(Strowig et al., 2012; Davis et al, 2011) sendo responsável por clivar a pró-IL-1β e a 

pró-IL-18 em IL-1β e IL-18 biologicamente ativas que, subsequentemente, são 

secretadas para  o meio extracelular (Dinarello, 1999; Pétrilli et al., 2007; Eder, 

2009;. Franchi et al., 2009).  

A ativação do inflamassoma NLRP3 é importante para a defesa do 

hospedeiro e eliminação de patógenos como fungos, bactérias e vírus, sendo os 

produtos de sua ativação, IL-1β e IL-18 moléculas protetoras em várias infecções 

(Dinarello & Fantuzzi, 2003; Dinarello, 2009). Também é ativado em condições de 

estresse celular ou injúria (Yang et al., 2012). Além disso, algumas evidências 

indicam que o NLRP3 tem importante papel em doenças inflamatórias como 

aterosclerose, gota e diabetes tipo I (Duewell et al., 2010; Grishman et al., 2011; 

Kingsbury et al., 2012). Entretanto, os diferentes ligantes e o mecanismo exato da 

ativação do inflamassoma NLRP3 ainda não estão bem esclarecidos (Strowig et al., 

2012). Várias moléculas endógenas, consideradas sinais de perigo, tais como 

cristais de ácido úrico, cristais de colesterol, hialurona, radicais livres derivados do 

oxigênio e ácidos graxos, quando em altas concentrações, induzem ativação do 

inflamassoma NLRP3, desempenhando papel importante em doenças inflamatórias. 

Monócitos de gestantes pré-eclâmpticas apresentam hiperativação endógena do 

complexo inflamassoma, representada por maior expressão gênica e proteica de 

NLRP3, caspase-1, IL-1β e de TNF-α em comparação às gestantes normotensas 

(Matias et al., 2015). Segundo Yang et al. (2012), uma melhor compreensão da 

natureza específica desse inflamassoma seria importante para revelar a 
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fisiopatologia molecular de várias doenças inflamatórias e para identificar 

terapêuticas potenciais para controle dessas doenças. 

    Os dados da literatura demonstram que a PE apresenta resposta 

inflamatória exacerbada, representada pela ativação de células da imunidade inata. 

Assim, o conhecimento das vias do inflamassoma em monócitos ativados pelas 

DAMPs, presentes no plasma e o perfil de citocinas produzido por monócitos, 

detectados no sangue periférico de gestantes portadoras de PE poderão contribuir 

para a melhor compreensão do envolvimento da imunidade inata na fisiopatologia 

dessa importante patologia da gestação. 

O presente estudo teve por objetivo avaliar o envolvimento das DAMPs, 

hialurona e Hsp70 na ativação dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em monócitos 

de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e mulheres não-grávidas. 

 

2. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

2.1. Casuística 

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

gestantes normotensas (grupo controle) que realizaram assistência pré-natal na 

maternidade do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – 

UNESP. Também foram incluídas no estudo 20 mulheres saudáveis, não-grávidas, 

doadoras voluntárias do Banco de Sangue do Hemocentro da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – UNESP. 

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem 

antecedente, manifestaram hipertensão arterial (≥140x90mmHg) associada à 

proteinúria ( 300mg em urina coletada durante 24 horas), após a 20ª semana de 

gestação (NHBPEP, 2000).  

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas 

quanto à 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 responsáveis. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP (Protocolo nº 

349.847). 
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2.2. Colheita de sangue 

Foram coletados 10 mL de sangue por punção venosa para avaliação da 

expressão gênica e produção de citocinas por monócitos de gestantes portadoras de 

PE no momento do diagnóstico da doença e, de gestantes normotensas no momento 

em que foram pareadas com as gestantes com PE. O sangue das mulheres não-

grávidas foi obtido durante a doação de sangue. 

 

2.3. Separação do plasma 

Sangue periférico foi colhido por punção venosa, sendo 10 mL colocados em 

tubo estéril contendo 10 U/mL de EDTA (Greiner bio-one, Americana - Brasil), após 

centrifugação a 1500 rpm por 10 min, o plasma obtido foi armazenado a -80°C até o 

momento da determinação das DAMPs (Hialurona, Hsp70 e HMGB1) por ELISA. 

 

2.4. Isolamento e cultura de monócitos 

Após separação do plasma, as células mononucleares foram obtidas por 

separação 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 por 10 min a 1500 rpm. Após esse procedimento, as células foram 

ressuspendidas em meio de cultura RPMI suplementado com 2mM de L-glutamina 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 40 μg/mL de gentamicina e 10% de soro bovino 

fetal inativado (Gibco BRL Life Technologies, Breda, The Netherlands). Para 

identificação dos monócitos, 50 μL da suspensão de células mononucleares foram 

incubados por 10 min a 37ºC com 450 μL da solução de vermelho neutro a 0,02%. 

Os monócitos foram diferenciados por apresentarem citoplasma de coloração 

vermelha e a concentração celular foi ajustada para 5x105 monócitos viáveis/mL. As 

células foram distribuídas em placas de cultura de 24 orifícios (Linbro, Flow Lab, 

USA) e incubadas por 90 min a 37ºC, em tensão de 5% de CO2. As células não-

aderentes foram eliminadas por lavagem dos orifícios da placa com meio de cultura 

RPMI. 

 

2.5. Obtenção de sobrenadante de cultura de monócitos 
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Os monócitos obtidos conforme descrito no item 2.4., foram incubadas a 

37⁰C, em tensão de 5% de CO2 por 18h, na ausência ou presença de 2,5 ng/mL 

Hsp70 (Sigma) e 100 µg/mL Hialurona (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). O 

sobrenadante obtido após 18h de cultivo foi aspirado, centrifugado e distribuído em 

alíquotas, conservadas a - 80ºC até o momento da dosagem pela técnica de ELISA. 

 

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

Para quantificação das DAMPs (HA, Hsp70) no plasma e das citocinas IL-1β e 

TNF- nos sobrenadantes de cultura de monócitos, tratados ou não com HA e/ou 

Hsp70, foram empregados kits comerciais específicos 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 concentrações 

dos anticorpos monoclonais e policlonais, bem como das citocinas recombinantes 

específicas, utilizadas nas curvas-padrão, 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-1β, 25,6 pg/mL para IL-18 e 15,6 

pg/mL para TNF-α. 

 

2.7. Avaliação da expressão de transcritos relacionados à inflamação 

Os monócitos foram submetidos à análise da expressão em nível 

transcricional dos genes que codificam as proteínas NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-

1β, IL-18 e TNF-α. O RNA total dos monócitos foi extraído por meio do sistema Total 

RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp., Thorold, ONL2V4Y6, Canada), conforme 

protocolo do fabricante. Após a extração, a fim de garantir a completa remoção de 

DNA genômico, 1µg de RNA total foi incubado com DNAse I 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 ScientificTM. Posteriormente, a síntese 

de DNA complementar (cDNA) para execução da Reação em Cadeia da Polimerase 

acoplada a transcrição reversa (Reverse Transcription-coupled Polymerase Chain 

Reaction – RT-PCR) foi realizada com 450ng de RNA total por 60µl de reação, 
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utilizando ImProm-IITM Reverse Transcription System, conforme protocolo do 

fabricante. 

A quantificação da expressão gênica de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, IL-

18 e TNF-α foi efetuada por meio da técnica de reação em cadeia da polimerase 

quantitativa em tempo real (RT-qPCR) utilizando GoTaq® RT-qPCR 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 junção éxon-éxon garantem a pureza da 

reação, ou seja, a ausência de qualquer DNA genômico que possa contaminá-la. As 

sequências dos iniciadores utilizadas no presente estudo estão detalhadas no 

quadro 1.  

Cada reação foi definida em duplicata no total de 20µl cada, o qual contém 

0,3µM de cada iniciador (sense e anti-sense), 2µl de cDNA, 10µl de master mix e 

6,8µl de água livre de nuclease. Adicionalmente, foi inserido um controle, também 

em duplicata, o qual foi incluído em cada reação a fim de provar que não há 

contaminação. As condições para a reação de RT-qPCR foram: denaturação inicial a 

96°C-2min e 40 ciclos a 95°C-15s e 60°C-60s, seguido de uma curva melting. A 

amplificação de cada transcrito específico foi confirmada pelo perfil da curva melting 

gerada no final de cada reação. 

 

Quadro 1: Sequências dos iniciadores para a análise da expressão dos genes caspase-1, 

IL-1β, IL-18, NLRP1, NLRP3 e TNF-α em estudo por RT-qPCR. 

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 

IL18 (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 expressão dos transcritos analisados foram normalizados com 

base na análise concomitante da expressão do gene codificador da enzima 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). O cálculo da expressão diferencial 

dos genes selecionados foi efetuado pelo método de processamento de dados em 

relação a uma curva padrão (Larionov et al., 2005). Todas as condições, inclusive o 

GAPDH de cada amostra e o controle negativo da reação (No template Control – 

NTC; sem DNA) foram analisadas em duplicatas. Para análise da expressão relativa, 

amostras de RNA obtidas de gestantes do grupo controle foram reunidas e, após 

análise da expressão gênica, essa amostra recebeu o valor relativo de 100. Todas 

as outras amostras receberam valores relativos a essa amostra. 

 

2.8. Análise Estatística 

Os resultados foram avaliados por análise de variância, empregando-se 

testes não-paramétricos (Teste U de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido de 

comparações múltiplas pelo teste de Dunn), segundo o programa estatístico PRISM, 

(Graph Prism for Windows, version 6.01, GraphPad, CA, EUA). O nível de 

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

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Características clínicas dos grupos estudados 

A análise das características clínicas das gestantes portadoras de PE, 

gestantes normotensas e mulheres não grávidas (Tabela 1) mostrou não haver 

diferença estatística entre a idade materna dos grupos avaliados. Da mesma forma, 

não houve diferença significativa entre as gestantes com PE e normotensas, com 

relação aos parâmetros de raça, idade gestacional e paridade. Os valores da 

pressão arterial sistólica e diastólica foram significativamente maiores (p< 0,05) nas 

gestantes portadoras de PE em relação às gestantes normotensas e mulheres não 

grávidas. Adicionalmente, os níveis de proteinúria e de ácido úrico foram 

significativamente mais elevados (p< 0,05) no grupo de gestantes com PE em 

comparação com o grupo de gestantes normotensas. 
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Tabela 1. Características clínicas e laboratoriais. 

Caracteristicas 

Gestantes 

portadoras de 

pré-eclâmpsia  

(n = 20) 

Gestantes 

normotensas 

(n = 20) 

Mulheres não 

grávidas 

 (n = 20) 

Idade (anos) 25 (15 – 40) 26 (14 – 41) 24 (21 – 40) 

Cor 
Branca (%) 

Não-branca (%) 

82,3 

17,7 

89,3 

10,7 

84,0 

16,0 

Idade gestacional 

(semanas) 
34 (24 – 40) 35 (23 – 39) – 

Paridade 
Nulípara (%) 

Multípara (%) 

63 

37 

68 

32 
– 

Pressão arterial sistólica 

(mmHg) 
160

# 
(140 – 200) 110 (90 – 112) 114 (100 – 120) 

Pressão arterial 

diastólica (mmHg) 
110

# 
(90 – 120) 69 (63 – 70) 70 (65 – 80) 

Proteinúria (mg / 24h) 1510* (300 – 19800) < 300 ND 

Ácido úrico (mg/dL) 5,8
# 
(4,5 – 10,1) 3,8 (2,2 – 4,6) 4,1 (2,8 – 4,8) 

Os valores estão expressos em percentagem ou em mediana, com os valores mínimo e máximo entre 

parênteses. ND = não determinado. * (p < 0,05) vs gestantes normotensas (teste U de Mann-

Whitney). # (p< 0,05) vs gestantes normotensas e mulheres não grávidas (teste de Kruskal-Wallis).

  

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

Na Tabela 2 estão representadas as concentrações plasmáticas de HA, 

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

plasma de gestantes portadoras de PE quando comparadas com gestantes 

normotensas e mulheres não grávidas.  

 

 

Tabela 2. Concentrações das DAMPs em plasma. 

Parâmetros 

Gestantes 

portadoras de pré-

eclâmpsia 

Gestantes 

Normotensas 

Mulheres não 

grávidas 

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) 

HMGB1 (ng/mL) 
8,11 

# 

(1,864 – 97,809) 

2,09 

(1,682 – 4,789) 

2,15 

(1,848 – 18,854) 

Resultados expressos em mediana (valores mínimo e máximo entre parênteses) 

# (p<0,05) vs gestantes normotensas e mulheres não grávidas (teste de Kruskal-Wallis). 
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3.3. Expressão de genes relacionados ao inflamassoma em monócitos 

estimulados ou não com Hialurona 

A expressão gênica de NLRP1 e NLRP3 (fig 1A e 1B) encontra-se aumentada 

em monócitos de gestantes portadoras de PE, estimulados ou não com HA, quando 

comparado com os grupos GN e MNG. Também é possível notar menor expressão 

dos genes NLRP1 e NLRP3 em monócitos de GN, estimulados ou não com HA, 

quando comparado com o grupo MNG. O grupo PE apresentou diferença 

significativa entre monócitos não estimulados (HA-) e estimulados (HA+) com 

aumento da expressão de NLRP1 e NLRP3 nos estimulados. 

Observa-se ainda na figura 1C, que a expressão do gene da caspase-1 em 

monócitos de gestantes com PE, estimulados ou não com HA, foi maior quando 

comparada com os grupos GN e MNG. Além disso, monócitos de gestantes 

normotensas, estimulados ou não com HA, tiveram menor expressão de caspase-1 

em comparação com o grupo de mulheres não grávidas. Os grupos PE e MNG 

apresentaram diferença significativa entre monócitos não estimulados (HA-) e 

estimulados (HA+) com aumento da expressão de caspase-1 nos estimulados. O 

tratamento das células com 200 µM de glibenclamida, composto capaz de inibir o 

inflamassoma NLRP3, induziu menor expressão de caspase-1 por monócitos de 

mulheres não-grávidas, mesmo quando estimulados com HA (HA+) (fig 1D). 
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Figura 1: Expressão gênica de NLRP1 (A), NLRP3 (B) e caspase-1 (C) em monócitos de gestantes 

portadoras de pré-eclâmpsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres não grávidas (MNG), 

estimulados ou não com Hialurona (HA). Expressão de caspase-1 (D) por monócitos de mulheres não 

grávidas cultivados com 50 µM ou 200 µM de glibenclamida e estimulados ou não 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 expressão gênica da citocina IL-1β (fig 2A) é observado em 

monócitos de gestantes portadoras de PE, estimulados ou não com HA, quando 

comparado com os grupos GN e MNG. Além disso, é possível notar diminuição na 

expressão do gene IL-1β em monócitos de GN, estimulados ou não com HA, quando 

comparado com o grupo MNG. Foi demonstrado ainda que o estímulo com hialurona 

(HA+) induz aumento da expressão gênica de IL-1β em monócitos de gestantes com 

PE e no grupo MNG.  

Com relação a IL-18 (fig 2B) observa-se maior expressão em monócitos de 

gestantes com PE, estimulados ou não com HA, em comparação com o grupo GN. 

Além disso, monócitos do grupo GN estimulados com HA, apresentaram menor 

expressão gênica dessa citocina em relação ao grupo MNG.  

Observa-se ainda que 200 µM de glibenclamida foi capaz de inibir a 

expressão de IL-1β por monócitos de mulheres não-grávidas, mesmo quando 

estimulados com HA (HA+) (fig 2C). 
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A expressão gênica de HMGB1 (fig 2D) foi maior em monócitos de gestantes 

portadoras de PE, estimulados ou não com HA, quando comparado ao grupo GN. 

Menor expressão desse gene foi detectada em monócitos de GN, estimulados ou 

não com HA em comparação com o grupo MNG. Observa-se ainda que o HA foi 

capaz de estimular a expressão gênica de HMGB1 no grupos PE e MNG. 

Na figura 2E observa-se grande aumento da expressão gênica de TNF-α em 

monócitos de gestantes com PE, estimulados ou não com HA, quando comparados 

com os grupos de GN e MNG. No entanto, o grupo de gestantes normotensas 

apresentou menor expressão de TNF-α em monócitos estimulados com HA (HA+) do 

que no grupo MNG. Além disso, observa-se diferença significativa entre a expressão 

gênica de TNF-α em monócitos não estimulados (HA-) e estimulados com HA (HA+), 

de gestantes com PE e de MNG. 
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Figura 2: Expressão gênica de IL-1β (A), IL-18 (B), HMGB1 (D) e TNF-α (E) em monócitos de 

gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres não grávidas 

(MNG), estimulados ou não com Hialurona (HA). Expressão de IL-1β (C) por monócitos de mulheres 

não grávidas cultivados com 50 µM ou 200 µM de glibenclamida e estimulados ou não 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. Produção de citocinas por monócitos estimulados ou não com 

Hialurona 

Na figura 3A observa-se produção endógena de IL-1β, produzida por 

monócitos de gestantes portadoras de PE significativamente mais elevada em 
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relação aos grupos GN e MNG. O estímulo com HA induziu maior produção de IL-1β 

pelas células de gestantes pré-eclâmpticas apenas quando comparada ao grupo 

GN. Também é possível notar diminuição dos níveis da citocina em monócitos de 

GN estimulados com HA na comparação com o grupo MNG. Além disso, observa-se 

diferença significativa entre a produção de IL-1β por monócitos dos três grupos 

estudados, estimulados com HA (HA+) e a produção basal de citocina por essas 

células.  

Observou-se aumento da produção de IL-18 por monócitos de gestantes com 

PE não estimulados com HA, em relação ao grupo GN (Figura 3B). Nota-se também 

diminuição nos níveis da citocina por monócitos de GN, não estimulados com HA, 

quando comparada com o grupo MNG. No entanto, observou-se produção 

significativamente menor de IL-18 por monócitos de gestantes com PE e de 

mulheres não grávidas estimulados com HA (HA+) quando comparados com a 

produção por células que não foram estimuladas (HA-).  

Na figura 3C observa-se maior produção endógena e estimulada com HA de 

TNF-α por monócitos de gestantes portadoras de PE em relação ao grupo GN. 

Também é possível notar menor liberação da proteína TNF-α por monócitos de 

gestantes normotensas, estimulados ou não com HA, quando comparado com o 

grupo MNG. Além disso, monócitos de mulheres não grávidas estimulados com HA 

apresentaram maior produção de TNF-α em relação à produção basal por essas 

células. Não houve diferença significativa entre os níveis basais e estimulados por 

HA em monócitos de gestantes pré-eclâmpticas. 
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Figura 3: Produção de IL-1β (A), IL-18 (B) e TNF-α (C) por monócitos de gestantes portadoras de 

pré-eclâmpsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres não grávidas (MNG), estimulados ou 

não 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. Expressão de genes relacionados ao inflamassoma em monócitos 

estimulados ou não com Hsp70 

 A expressão gênica de NLRP1, NLRP3 e caspase-1 (figura 4A, 4B e 4C) 

encontra-se aumentada em monócitos de gestantes portadoras de PE, estimulados 

ou não com Hsp70, quando comparado com os grupos GN e MNG. Menor 

expressão desses genes foi observada em monócitos de GN, estimulados ou não 

com Hsp70, quando comparado com o grupo MNG. O estímulo com Hsp70 não 

alterou a expressão gênica de NLRP1, NLRP3 e caspase-1 nos três grupos 

estudados.  
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Figura 4: Expressão gênica de NLRP1 (A), NLRP3 (B) e caspase-1 (C) em monócitos de gestantes 

portadoras de pré-eclâmpsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres não grávidas (MNG), 

estimulados ou não 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 expressão gênica da citocina IL-1β (fig 5A) é observado em 

monócitos de gestantes portadoras de PE, estimulados ou não com Hsp70, quando 

comparado com os grupos GN e MNG. No entanto, o grupo GN apresenta 

diminuição na expressão do gene IL-1β em monócitos estimulados ou não com 

Hsp70, quando comparado com o grupo MNG. A expressão gênica de IL-18 (fig 5B) 

e HMGB1 (fig 5C) tanto endógena como estimulada por Hsp70 em monócitos de 

gestantes portadoras de PE está aumentada em relação ao grupo GN. Menor 

expressão do gene HMGB1 foi detectada em monócitos de GN, estimulados com 

Hsp70 em comparação com o grupo MNG. O estímulo com Hsp70 não induziu 

aumento da expressão genica de IL-1β, IL-18 e HMGB1 por monócitos dos três 

grupos estudados. 

Na figura 5D observa-se aumento da expressão gênica de TNF-α em 

monócitos de gestantes com PE, estimulados ou não com Hsp70, quando 

comparados com os grupos de GN e MNG. Além disso, observa-se diferença 

significativa entre a expressão gênica de TNF-α em monócitos não estimulados 

(Hsp70-) e estimulados com Hsp70 (Hsp70+), em todos os grupos estudados.  
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Figura 5: Expressão gênica de IL-1β (A), IL-18 (B), HMGB1 (C) e TNF-α (D) em monócitos de 

gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres não grávidas 

(MNG), estimulados ou não 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). 

 

 

3.6. Produção de citocinas por monócitos estimulados ou não com Hsp70 

Na figura 6A observa-se produção endógena de IL-1β, produzida por 

monócitos de gestantes portadoras de PE significativamente mais elevada em 

relação aos grupos GN e MNG. O estímulo com Hsp70 induziu maior produção de 

IL-1β pelas células de gestantes pré-eclâmpticas apenas quando comparada ao 

grupo GN. Também é possível notar diminuição dos níveis da citocina em monócitos 

de GN estimulados com Hsp70 comparado com o grupo MNG. Além disso, observa-

se diferença significativa entre a produção de IL-1β por monócitos dos três grupos 

estudados, estimulados com Hsp70 (Hsp70+) e a produção basal dessas células 

(Hsp70-).  

Observou-se aumento da produção de IL-18 por monócitos de gestantes com 

PE não estimulados com Hsp70, em relação ao grupo GN (Figura 6B). Nota-se 
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também diminuição nos níveis endógenos da citocina por monócitos de GN quando 

comparada com o grupo MNG. O estímulo com Hsp70 não induziu aumento da 

produção de IL-18 por monócitos dos grupos PE, GN e MNG.  

 

 

Figura 6: Produção de IL-1β (A), IL-18 (B) e TNF-α (C) por monócitos de gestantes portadoras de 

pré-eclâmpsia (PE), gestantes normotensas (GN) e mulheres não grávidas (MNG), estimulados ou 

não 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 concentração de TNF-α tanto endógena como 

estimulada com Hsp70 produzida por monócitos dos grupos PE e MNG em relação 

ao grupo GN. Além disso, monócitos de gestantes portadoras de PE, de 

normotensas e mulheres não grávidas estimulados com Hsp70 apresentaram maior 

produção de TNF-α em relação à produção basal por essas células. 

 

 

4. DISCUSSÃO 

O presente estudo avaliou a participação das DAMPs, HA, Hsp70 e HMGB1 

na resposta inflamatória sistêmica observada na PE. As concentrações plasmáticas 

dessas DAMPs foram significativamente maiores em gestantes portadoras de PE 

quando comparadas com gestantes normotensas e mulheres não grávidas. Esses 

resultados confirmam estudos prévios da literatura (Berg et al., 2001; Naruse et al., 
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2012; Peracoli et al., 2013; Romão et al., 2014; Zhu et al., 2015) evidenciando a 

presença de níveis sistêmicos elevados dessas DAMPs nas gestantes pré-

eclâmpticas  e sua participação na patogênese da PE. A origem dessas DAMPs, no 

plasma, não é conhecida, mas existem evidências de que podem ser liberadas a 

partir de tecidos lesados e células necróticas e incluem componentes de matriz 

extracelular degradados, proteínas de choque térmico, proteína HMGB1 e ácidos 

nucleicos, entre outros. Na PE, muitas dessas DAMPs são conhecidas por contribuir 

tanto para a inflamação placentária local como para a inflamação sistêmica e a 

disfunção endotelial. Considerando que na PE o sinciciotrofoblasto placentário é 

submetido a estresse oxidativo e inflamatório, moléculas inflamatórias como Hsp70, 

HMGB1, Galectin 3 e Synctin 1 são transportadas por microvesículas e podem atuar 

como DAMPs tanto na placenta quanto nas células mononucleares do sangue 

periférico em gestantes com PE (Iversen, 2013). Assim, a liberação pela placenta de 

microvesículas e nanovesículas originadas do sinciciotrofoblasto para a circulação 

materna, pode exercer atividade pró-inflamatória, antiendotelial e pró-coagulante in 

vitro, características dessa síndrome materna (Sargent et al., 2003; Chen et al., 

2016). Segundo Khan & Hay (2015) é possível que estas micropartículas possam 

atuar como DAMPs, induzindo hiperativação de inflamassoma e resultando no 

estado inflamatório exagerado na PE. Em trabalho recente demonstramos ativação 

do inflamassoma NLRP3 em placenta de gestantes pré-eclâmpticas, representada 

por aumento da expressão gênica de NLRP3, caspase-1, IL-1β, TNF-α e HMGB1 e 

níveis elevados de caspase-1 e dessas citocinas inflamatórias em homogenato 

placentário (Weel et al., 2016).  

No presente estudo, a análise da expressão gênica de NLRP1 e NLRP3, de 

caspase-1, bem como de IL-1β, IL-18, HMGB1 e TNF-α em monócitos do sangue 

periférico de gestantes portadoras de PE mostrou que esses parâmetros encontram-

se elevados nessas gestantes e confirma resultados anteriores da ativação 

espontânea desses inflamassomas na PE (Matias et al., 2015). Esses resultados 

associados com aumento da expressão protéica das citocinas inflamatórias IL-1β, 

TNF-α e HMGB1 demonstram ativação endógena dessas células quando 

comparados com monócitos de gestantes normotensas. Assim, a ativação endógena 

de inflamassomas em monócitos circulantes de gestantes pré-eclâmpticas sugere 

que essas células podem ser ativadas por alarminas ou DAMPs presentes no 
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plasma. É descrito que esses complexos que promovem a inflamação podem ser 

ativados por moléculas derivadas do hospedeiro, demonstrando que nosso sistema 

imunológico não é apenas capaz de reconhecer partículas estranhas, mas também 

pode reagir a indicadores endógenos de dano celular tais como ATP extracelular, 

(Mariathasan et al., 2006) estresse metabólico (Schroder et al., 2010), hialurona, um 

dos principais componentes da matriz extracelular que é liberada durante lesão 

tecidual (Yamasaki et al., 2009), ácido úrico, reativos intermediários do oxigênio, 

entre outras DAMPs (Saïd-Sadier & Ojcius, 2012). 

No presente estudo, o estímulo dos monócitos de gestantes pré-eclâmpticas 

com HA induziu aumento da expressão gênica 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 expressão gênica de NLRP1 

quando estimuladas com HA. Essa ligação 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 expressão gênica de IL-1β, TNF-α e HMGB1 em monócitos de gestantes 

pré-eclâmpticas e mulheres não-grávidas estimulados com HA mostrou-se 

aumentada quando comparada com gestantes normotensas. Esses resultados, em 

conjunto com a diminuição da expressão de caspase-1 e IL-1β quando os monócitos 

foram cultivados com HA e glibenclamida, inibidor do inflamassoma (Lamkanfi et al, 

2009) comprovam que HA exerce efeito estimulador sobre a atividade inflamatória 

dessas células por meio da ativação do inflamassoma. Os resultados da ativação 

dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em monócitos de gestantes pré-eclâmpticas e 

de mulheres não grávidas induzidos por HA são semelhantes aos obtidos 

previamente por estímulo com urato monossódico (Matias et al., 2015) e sugerem 

que as DAMPs,  HA e ácido úrico, quando em concentrações elevadas no plasma, 

podem estar envolvidas no processo inflamatório sistêmico pela manutenção da 

ativação dos monócitos das gestantes com PE. 

Em relação ao estímulo com Hsp70, este não foi capaz de aumentar 

significativamente a expressão de NLRP1, NLRP3 e caspase-1, sugerindo que essa 

DAMP não ativa os inflamassomas. Nossos resultados mostram que o estímulo de 

monócitos com Hsp70 induziu aumento da produção de IL-1β e TNF-α, sugerindo 

que outra via de ativação possa estar envolvida, provavelmente a via do TLR4. 
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Mandrekar et al. (2008) demonstraram que a indução de estresse oxidativo leva à 

produção de Hsp70, que regula a ativação do fator de transcrição nuclear NF-κB e a 

expressão do gene do TNF-α em monócitos e macrófagos. De acordo com por Lee 

et al. (2013) Hsp70 recombinante humana induz a secreção de citocinas pro-

inflamatórias via interação com o receptor TLR4. Segundo Netea et al. (2009; 2010) 

monócitos humanos do sangue periférico, diferentemente dos macrófagos teciduais, 

possuem a caspase-1 constitutivamente ativada sendo, portanto, capazes de clivar a 

pró-IL-1β em IL-1β biologicamente ativa somente com um sinal de ativação, como a 

interação de ligantes com os receptores TLR2 e TLR4. Assim, a produção de IL-1β é 

diferentemente regulada em monócitos e macrófagos, refletindo as diferentes 

funções dessas células na defesa do hospedeiro e na inflamação e representando 

uma adaptação de cada célula ao seu respectivo ambiente. 

A ativação dos inflamassomas geralmente requer dois sinais. O primeiro sinal 

consiste na ativação do receptor TLR resultando na produção de pró-IL-1β e pró-IL-

18, assim como no aumento da transcrição e tradução de moléculas como NLRP3. 

O segundo sinal está relacionado com a montagem e ativação do inflamassoma e 

pode ser ativado por uma variedade de estímulos (Martinon et al., 2006). Segundo 

Bauernfeind et al. (2009) a necessidade dessa dupla estimulação para ativar o 

inflamassoma poderia ser importante para impedir a ativação descontrolada de 

NLRP3, responsável por consequências devastadoras no hospedeiro, como ocorre 

em doenças auto-inflamatórias. 

Os níveis elevados de TNF-α em gestantes pré-eclâmpticas poderiam atuar 

no complexo inflamassoma pelo seu efeito estimulador sobre o fator de transcrição 

nuclear-κB. A síntese de TNF-α, bem como da IL-1β é regulada, em parte, pelo NF-

κB, que está mais ativo em células de gestantes com PE (Giorgi et al, 2012). Esse 

fator regula a transcrição de genes relacionados à inflamação (Matsusaka et al, 

1993; Striz et al, 2011) e o TNF-α, por sua vez, age estimulando a ativação de NF-

κB, mantendo um ciclo de ativação celular (Vallabhapurapu & Karin, 2009). Sendo 

assim, apesar de não estar diretamente relacionado com o inflamassoma, TNF-α é 

uma importante citocina inflamatória produzida no primeiro sinal de ativação desse 

complexo multiproteico. Estudo recente demonstrou que o estímulo in vitro com 

TNF- induz, precocemente, a expressão de RNAm de NLRP3 em linhagem de 

adipócitos 3T3-LI que é detectada logo após uma hora de cultivo, atingindo a 
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concentração máxima 3 h após a estimulação e sugerindo que o gene NLRP3 é um 

gene responsivo imediato ao TNF-α. A expressão de NLRP3 induzida por TNF-α 

nessas células depende da via ERK, provavelmente em coordenação com a via do 

NF-κB (Furuoka et al., 2016). Além disso, de acordo com Bauernfeind et al. (2016), 

níveis sistêmicos elevados de TNF-α são responsáveis pelo aumento da expressão 

de NLRP3 e atividade de caspase-1 em tecidos adiposos e fígado em camundongos 

idosos, sugerindo que a via do inflamassoma NLRP3 tem importante papel nos 

processos inflamatórios estéreis. 

Monócitos de gestantes normotensas estimulados com HA e Hsp70 

apresentam menor expressão das citocinas inflamatórias IL-1β, IL-18, TNF-α e 

HMGB1 em relação ao grupo das gestantes pré-eclâmpticas e de mulheres não 

grávidas. Essa menor expressão observada nas gestantes normotensas poderia ser 

decorrente da regulação exercida por IL-10 nessas células. O predomínio da citocina 

anti-inflamatória IL-10 na gestação normal atua na minimização dos efeitos 

deletérios de uma resposta inflamatória excessiva, sendo capaz de regular a 

resposta inflamatória que ocorre na gestação pelo controle da expressão gênica de 

IL-1β e TNF-α. Em trabalho anterior demonstrou-se que monócitos de gestantes pré-

eclâmpticas produzem níveis endógenos de IL-10 significativamente menores do que 

gestantes normotensas, enquanto os valores de TNF-α encontram-se elevados 

(Cristofalo et al., 2013), corroborando com os achados da literatura (Azizieh et al., 

2005). 

Em conclusão, os resultados do presente trabalho mostram que monócitos de 

gestantes portadoras de PE apresentam ativação endógena dos inflamassomas 

NLRP1 e NLRP3 e expressam níveis elevados de IL-1β, IL-18, HMGB1 e TNF-α. A 

ativação desses inflamassomas associou-se à maior concentração plasmática de HA 

nessas gestantes. O estímulo de monócitos com HA induziu maior expressão gênica 

de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β e HMGB1, bem como a produção de IL-1β foi 

mais evidente nos grupos de gestantes pré-eclâmpticas e de mulheres não grávidas. 

O estímulo de monócitos com Hsp70 contribuiu para produção de IL-1β e TNF-α por 

essas células por meio de mecanismo independente de ativação dos inflamassomas. 

Esses resultados sugerem a participação dessas DAMPs na resposta inflamatória 

sistêmica, característica da PE. O estudo de mecanismos envolvidos na ativação de 

monócitos por DAMPs, dependentes ou não de inflamassomas, em gestantes 
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portadoras de PE permitirá melhor compreensão dessa importante síndrome 

inflamatória da gestação. 
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RESUMO 

A pré-eclampsia (PE) se caracteriza por ativação anormal do sistema imune 

inato e adaptativo. No plasma dessas gestantes moléculas denominadas padrões 

moleculares associados ao dano (DAMPs) tais como, proteína de choque térmico 

(Hsp70), Hialurona (HA) e Ácido Úrico podem contribuir diretamente com a 

patogênese dessa doença. Essas DAMPs podem ativar o inflamassoma, resultando 

na liberação de IL-1β e IL-18, citocinas que auxiliam a ativação de células T em 

Th17 e Th1, respectivamente. O presente projeto teve por objetivo avaliar o perfil 

endógeno das subpopulações de células T (Th1, Th2, Treg e Th17) através da 

análise dos fatores de transcrição e o padrão de citocinas produzidas por essas 

células estimuladas com as DAMPs (Hsp70, hialurona e urato monossódico). Foram 

estudadas 20 gestantes portadoras de PE, 20 gestantes normotensas (GN) e 20 

mulheres saudáveis não-grávidas (MNG). Células mononucleares do sangue 

periférico foram obtidas para avaliação da expressão endógena dos fatores de 

transcrição para células T-bet (Th1), GATA3 (Th2), RORc (Th17) e Foxp3 (Treg) por 

citometria de fluxo. Essas células foram cultivadas na ausência ou presença das 

DAMPs e o sobrenadante foi empregado para determinação das citocinas de perfil 

Th1 (IFN-γ e TNF-β), Th2 (IL-4), Treg (IL-10 e TGF-β1) e Th17 (IL-17 e IL-22) por 

ELISA. Os resultados mostraram polarização para perfis inflamatórios Th1/Th17 e 

diminuição de perfis anti-inflamatórios Th2/Treg em gestantes portadoras de PE 

associados a níveis endógenos elevados das citocinas inflamatórias TNF-α, IFN-γ, 

IL-17 e diminuídos de TGF-β e IL-10 quando comparadas com gestantes 

normotensas. O estímulo das células com MSU induziu aumento de IFN-γ, IL-22 em 

todos os grupos estudados, enquanto os estímulos com MSU e HA induziram 

aumento de IL-17 somente no grupo de normotensas. As DAMPs MSU e Hsp70 

induziram aumento significativo da produção de TNF-α nos grupos de PE e MNG. 

Níveis significativamente elevados de TGF-β1 foram produzidos por células 

gestantes portadoras de PE estimuladas com MSU, HA e Hsp70, enquanto HA e 

Hsp70 induziram diminuição da produção dessa citocina em gestantes normotensas. 

A ativação endógena para perfil Th1/Th17 e expressão elevada de citocinas 

inflamatórias em gestantes pré-eclampticas demonstram o desbalanço inflamatório 

presente nessas gestantes. O estímulo com as DAMPs foi capaz de estimular a 

resposta inflamatória em gestantes pré-eclâmpticas sugerindo que essas alarminas 
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desempenham papel na ativação do sistema imune adaptativo e na liberação de 

citocinas inflamatórias participando na patogênese dessa importante síndrome da 

gestação. 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

A principal causa de morbidade e mortalidade em 2 a 10% das gestações 

(ACOG, 2002), é a pré-eclâmpsia (PE), uma síndrome específica da gravidez. Essa 

síndrome é identificada pelos parâmetros clínicos: hipertensão arterial (PA ≥ 140 x 

90 mmHg) e proteinúria (≥ 300 mg/24h) (NHBPEP, 2000) a partir da vigésima 

semana de gestação ou até 120 dias após o parto. Outras complicações maternas 

também podem ser relacionadas à PE, como insuficiência renal, complicações 

neurológicas ou hematológicas, envolvimento hepático ou restrição de crescimento 

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

Na PE ocorre uma reação inflamatória sistêmica exacerbada caracterizada 

por produção excessiva de citocinas pró-inflamatórias (Johnson et al., 2002; Redman 

& Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peraçoli et al., 2007) e por alterações na 

produção de citocinas reguladoras, como interleucina-10 (IL-10) e fator 

transformador do crescimento beta (TGF-β) (Peraçoli et al., 2008; Raghupathy, 

2013). A resposta inflamatória sistêmica intensa na PE parece estar relacionada com 

a liberação de substâncias capazes de induzir a inflamação e que são denominados 

padrões moleculares associados ao dano (DAMP). As DAMPs são representadas 

por moléculas como ácido úrico (Matias et al., 2015), reativos intermediários do 

oxigênio, proteínas 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).  

É por meio da interação com receptores de reconhecimento de padrão 

(PRRs), expressos em células da imunidade inata, que as DAMPs exercem seu 

efeito inflamatório. Os principais são os receptores semelhantes ao Toll (TLRs), que 

reconhecem e ligam moléculas presentes na superfície de patógenos (Koga & Mor, 

2008), além de produtos endógenos de células do hospedeiro, que são liberados 

durante lesão tecidual e denominados “alarminas” ou DAMPs (Matzinger, 2002; Kim 

et al., 2005). Outros receptores PRRs compreendem os membros da família de 

receptores Nod-like ou NLR (proteína contendo domínio de oligomerização 
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nucleotídica), que são proteínas citosólicas que reconhecem PAMPs e DAMPs no 

citoplasma da célula do hospedeiro, formando complexos denominados 

inflamassomas, como o NLRP3, que geram formas ativas de IL-1β (Franchi et al., 

2009). Em trabalhos recentes de nosso laboratório, foi demonstrado que as DAMPs 

urato monossódico (MSU) e hialurona (HA) são capazes de ativar o inflamassoma 

NLRP3, resultando no aumento da produção de IL-1β por monócitos de gestantes 

portadoras de PE, enquanto a Hsp70, apesar de não estimular o inflamassoma, é 

capaz de aumentar a produção de IL-1β por monócitos de gestantes portadoras de 

PE (Matias et al., 2015; Romao-Veiga et al., 2017). 

Além da ativação da imunidade inata na PE, tem sido observada a produção 

predominante de citocinas de perfil Th1, como IL-2, IL-6, interferon-gama (IFN-γ), 

fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e IL-12 (Saito et al., 1999; Darmochwal-Kolarz 

et al., 2002; Saito & Sakai, 2003; Tosun et al., 2010). Durante os estágios iniciais da 

gestação, é observado um balanço entre as células do tipo Th1/Th2, resultando no 

desenvolvimento da tolerância materna. Células T naïve com fenótipo CD4+ podem 

se diferenciar em células Th1, Th2, Th17 e T regulatórias (Treg), dependendo do 

estímulo a que estão sujeitas (Saito et al., 2007a; Saito, 2010).  

As citocinas IL-1β e IL-18, liberadas após ativação do inflamassoma pelas 

DAMPs, são potentes mediadores inflamatórios e importantes na ativação da 

resposta imune adaptativa, sendo importantes na polarização de células T em Th17 

e Th1, respectivamente (Conforti-Andreoni et al., 2011; Lasigliè et al., 2011; Liu et 

al., 2013; Land, 2015). Já as células Th2 se diferenciam na presença de IL-4, 

enquanto as células T reguladoras, importantes na manutenção da auto-tolerância e 

na regulação da inflamação, desempenham importante papel na manutenção da 

gestação e são diferenciadas na presença de TGF-β (Saito et al, 2007b; Saito et al, 

2010). A diferenciação de células T está relacionada também com fatores de 

transcrição. Células Th1, Th2, Th17 e Treg têm sua diferenciação regulada pelos 

fatores de transcrição 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 

Th1, Th17 e Treg estão 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 ativação de resposta imune mediada por 

células T, caracterizada pela produção de citocinas de perfil Th1 como IFN-γ, IL-2 e 

TNF-α, tanto no sangue periférico como na interface materno-fetal (Saito & Sakai, 

2003). Esses linfócitos T estão ativados e relacionados ao mecanismo inadequado 

de tolerância materna, presente nessa patologia. Portanto, na PE o perfil 

predominante Th1 induz ativação de macrófagos, de reações citotóxicas e 

inflamatórias em detrimento do perfil Th2, relacionado à secreção de citocinas com 

atividade anti-inflamatória e reguladora como IL-10 e fator transformador de 

crescimento beta (TGF-β) e que caracterizam o perfil imunológico da gestação 

normal (Saito et al., 2010).  

A subpopulação de linfócitos CD4+ denominada Th17, por sua capacidade de 

produção de IL-17, foi descrita por participar de um fenótipo predominante Th1/Th17 

sobre Th2/Treg em condições inflamatórias crônicas. O aumento dessa 

subpopulação pode contribuir para o desenvolvimento e progressão de doenças 

autoimunes ou reações de rejeição de enxertos  (Darmochwal-Kolarz et al., 2012). 

Santner-Nanan et al. (2009), relataram diminuição das células T reguladoras e um 

aumento das células do tipo Th17 no sangue periférico de mulheres com pré-

eclâmpsia quando comparadas com grávidas normais. Já Darmochwal-Kolarz et al, 

(2012) demonstraram que células Th17 estão aumentadas no sangue periférico de 

gestantes com PE, enquanto tanto o número, quanto a função de células Treg estão 

diminuídos, podendo esse desbalanço ser responsável pela ativação da resposta 

inflamatória nessa patologia. 

Células Treg (CD4+CD25+) têm papel importante no desenvolvimento e 

manutenção da tolerância em tecidos periféricos (Kuniyasu et al., 2000; Baecher-

Allan et al., 2001) e expressam níveis elevados de CD25, antígeno 4 de linfócito T 

citotóxico (CTLA-4) e o fator de transcrição FoxP3 (Sakaguchi et al, 2001; Fontenot 

et al., 2003; Waldmann et al., 2004). Segundo alguns autores a população de células 

Treg no sangue periférico de gestantes com PE está diminuída (Sasaki et al., 2007; 

Darmochwal-Kolarz et al., 2007; Santner-Nanan et al., 2009), enquanto outros 

referem números similares dessas células em gestantes normotensas e pré-

eclâmpticas (Paeschke et al., 2005; Hu et al., 2008).  

Os dados da literatura demonstram que na PE ocorre resposta inflamatória 

exacerbada, representada pela ativação de células da imunidade inata. Essa 
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ativação resulta na produção de citocinas inflamatórias que ativam células da 

imunidade adaptativa, levando ao aumento da inflamação. Esse trabalho teve como 

objetivo a determinação da expressão endógena das subpopulações de células T 

em gestantes portadores de PE e análise do perfil de citocinas produzido por essas 

células, antes ou após estímulo com as DAMPs, urato monossódico (MSU), 

hialurona (HA) e Hsp70.   

 

2. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

2.1. Casuística 

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

gestantes normotensas (grupo controle) que realizaram assistência na maternidade 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP. Também 

foram incluídas no estudo 20 mulheres saudáveis, não-grávidas, doadoras 

voluntárias do Banco de Sangue do Hemocentro da Faculdade de Medicina de 

Botucatu – UNESP. 

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem 

antecedente, manifestaram hipertensão arterial (≥140x90mmHg) associada à 

proteinúria ( 300mg em urina coletada durante 24 horas), após a 20ª semana de 

gestação (NHBPEP, 2000).  

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas 

quanto à finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento esclarecido, 

enquanto as gestantes com idade menor que 18 anos o termo foi assinado também 

por seus pais ou responsáveis. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP (Protocolo nº 

349.847). 

 

2.2. Colheita de sangue 

Foram coletados 10 mL de sangue por punção venosa para avaliação da 

expressão gênica e produção de citocinas por monócitos de gestantes portadoras de 

PE no momento do diagnóstico da doença e de gestantes normotensas no momento 

em que foram pareadas com as gestantes com PE. O sangue das mulheres não-

grávidas foi obtido durante doação de sangue. 
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2.3. Isolamento e cultura de células mononucleares do sangue periférico 

Após centrifugação para separação do plasma, as células mononucleares 

foram obtidas por separação 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. 

Após 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 identificação 

das células, 50 μL da suspensão de células mononucleares foram incubados por 10 

min a 37ºC com 450 μL da solução de vermelho neutro a 0,02%. A concentração 

celular foi ajustada para 1x106 células/mL.  

2.3.1. Obtenção de sobrenadante: As células foram distribuídas em placas de 

cultura de 24 orifícios (Falcon, Corning Incorporated- Life Sciences, Durham, 

EUA) em concentração de 1x106 células viáveis/mL e incubadas por 72 h a 

37ºC, em tensão de 5% de CO2.  

2.3.2. Citometria de fluxo: As células foram distribuídas em placas de cultura de 24 

orifícios (Falcon) e incubadas por 90 min a 37ºC, em tensão de 5% de CO2. 

As células não-aderentes à placa foram obtidas por meio de lavagem dos 

orifícios da placa com meio de cultura RPMI 1640/HEPES (LGC 

Biotecnologia), sendo a viabilidade estimada por exclusão de coloração com 

azul Trypan 0,2 %. A concentração celular foi ajustada para 2x105 células 

viáveis/mL para a caracterização das subpopulações de células T.  

 

2.4. Obtenção de sobrenadante de cultura de PBMCs 

As células obtidas conforme descrito no item 2.3., foram incubadas a 37⁰C, em 

tensão de 5% de CO2 por 72h, na ausência ou presença de 2,5 ng/mL Hsp70 

(Sigma), 50 µg/mL de MSU (Sigma) ou 100 µg/mL Hialurona (R&D Systems). O 

sobrenadante obtido após 72h de cultivo foi aspirado, centrifugado e distribuído em 

alíquotas, que foram conservadas a -80ºC até o momento da dosagem pela técnica 

de ELISA. 
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2.5. Análise da expressão dos fatores de transcrição em linfócitos T pela 

técnica de citometria de fluxo 

A expressão dos fatores de transcrição intracitoplasmáticos para células Th1 

(T-bet), Th2 (GATA-3), Th17 (RORc) e Treg (FoxP3) foi avaliada após colheita do 

sangue (expressão endógena). A concentração celular foi ajustada para 2x105 

células/mL, conforme descrito no item 2.3 e as células distribuídas em tubos Falcon 

para citômetro (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. Após 

centrifugação 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 incubação com 

anticorpos BD Biosciences, marcados com fluorocromos específicos contra as 

proteínas 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 delimitação dos 

gates, tubos controles foram incubados com anticorpos isotípicos específicos para 

cada fluorocromo (PE-Cy7, APC, APC-H7, BB515, PerCP-Cy5.5 e PE) em cada 

teste realizado. A análise de subpopulações Th1, Th2 e Th17 foi realizada dentro de 

gate para CD3+/CD4+, enquanto para análise de Treg foi realizado gate 

CD3+/CD4+/CD25+/CD127low. As amostras foram adquiridas num total de 30000 

eventos em citômetro de fluxo FACSCantoTM II (BD Biosciences) com software 

FACSDIVA (BD Biosciences). Os resultados foram analisados no software FlowJo, 

versão vX.10.6 (FlowJo, LLC). 

 

2.6. Determinação das citocinas pela técnica de ELISA 

Para quantificação das citocinas TNF-, IFN-γ, IL-22, IL-17, IL-10, IL-4 e  

TGF-β nos sobrenadantes de cultura de PBMC, tratados ou não com MSU, hialurona 

(HA) e/ou Hsp70, foram empregados kits comerciais específicos obtidos da R&D 

Systems (Minneapolis, MN, USA). Nos ensaios, as concentrações dos anticorpos 

monoclonais e policlonais, bem como das citocinas recombinantes específicas, 

utilizadas nas curvas-padrão, foram recomendadas pelo fabricante. Limite de 

sensibilidade dos kits 15,6 pg/mL de TNF-α, 8 para IFN-γ, 5,8 para IL-22, 15 para IL-

17, 3,9 para IL-10, 10 para IL-4 e 1,7 para TGF-β. 
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2.7. Análise Estatística 

Os resultados foram avaliados empregando-se testes paramétricos ou não-

paramétricos, segundo o programa estatístico PRISM, (Graph Prism for Windows, 

version 6.01, GraphPad, CA, EUA). A comparação das características clínicas entre 

as gestantes foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparações 

múltiplas pelo teste de Dunn. A análise das subpopulações de células T CD4+ e das 

citocinas presentes no plasma foi realizada por análise de variância (ANOVA), 

seguida de comparações múltiplas pelo teste de Tukey.  O nível de significância 

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

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Características clínicas dos grupos estudados 

 A análise das características clínicas das gestantes portadoras de PE, 

gestantes normotensas e mulheres não grávidas (Tabela 1) mostrou não haver 

diferença estatística entre a idade materna nos grupos avaliados. Da mesma forma, 

não houve diferença significativa entre as gestantes portadoras de PE e 

normotensas, com relação à idade gestacional. Os valores da pressão arterial 

sistólica e diastólica foram significativamente maiores (p< 0,05) nas gestantes 

portadoras de PE em relação às gestantes normotensas e mulheres não grávidas. 

Adicionalmente, os valores de proteinúria e de ácido úrico, hialurona e Hsp70 foram 

significativamente mais elevados (p< 0,05) no grupo de gestantes com PE em 

comparação com o grupo de gestantes normotensas e mulheres não-grávidas. 
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Tabela 2. Características clínicas e laboratoriais. 

Características 
Gestantes portadoras 

de pré-eclâmpsia  
(n = 20) 

Gestantes 
normotensas 

(n = 20) 

Mulheres não 
grávidas 
 (n = 20) 

Idade (anos) 25 (16 – 40) 26 (17 – 39) 27 (21 – 40) 

Idade gestacional (semanas) 34 (27 – 40) 35 (27 – 39) – 

Pressão arterial sistólica 

(mmHg) 
160

# 
(140 – 200) 110 (90 – 112) 116 (100 – 120) 

Pressão arterial diastólica 

(mmHg) 
110

# 
(90 – 120) 69 (63 – 70) 75 (65 – 80) 

Proteinúria (mg / 24h) 1510* (300 – 19800) < 300 ND 

Ácido úrico (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 estão expressos em percentagem ou em mediana, com os valores mínimo e máximo entre 

parênteses. ND = não determinado. * (p < 0,05) vs gestantes normotensas (teste U de Mann-Whitney). 

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

 

3.2. Expressão de fatores de transcrição em subpopulações de linfócitos pela 

técnica de citometria de fluxo  

Na figura 1 podem-se observar duas análises de subpopulações de perfis 

inflamatórios (Th1 e Th17), a percentagem de linfócitos expressando os respectivos 

fatores de transcrição e a Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) das 

proteínas intracelulares estudadas entre os grupos de gestantes portadoras de pré-

eclâmpsia (PE), de gestantes normotensas (GN) e de mulheres não-grávidas (MNG). 

A análise dos perfis inflamatórios mostra que no perfil Th1, a percentagem de células 

expressando o fator de transcrição T-bet (figura 1A) é significativamente menor em 

gestantes normotensas quando comparadas aos outros grupos estudados. Já a MIF 

(figura 1B) encontra-se significativamente maior no grupo PE quando comparadas 

com os grupos GN e MNG. A expressão de RORc (perfil Th17) mostra também que 

a inflamação 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 linfócitos expressando fator de transcrição intracelular e Média de 

intensidade de fluorescência (MIF) em 20 gestantes portadoras de pré-eclâmpsia, 20 gestantes 

normotensas (GN) e 20 mulheres não-grávidas (MNG). (A) % de linfócitos expressando T-bet; (B) 

MIF de linfócitos expressando T-bet; (C) % de linfócitos expressando RORc; (D) MIF de linfócitos 

expressando RORc. Resultados expressos em média ± SD.  * p<0,05 vs. GN e MNG; + p<0,05 vs. PE 

e MNG (ANOVA). 

 

Na figura 2 observam-se duas análises de subpopulações de perfis anti-

inflamatórios (Th2 e Treg), a percentagem de linfócitos expressando os respectivos 

fatores de transcrição e a Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) das 

proteínas intracelulares estudadas entre os grupos de gestantes portadoras de PE, 

gestantes normotensas e mulheres não-grávidas. 

A análise do perfil anti-inflamatório Th2 mostra que a percentagem de 

linfócitos expressando GATA-3 (figura 2A) foi significativamente menor nos grupos 

PE e MNG em relação 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 diminuição da percentagem de linfócitos expressando 

FoxP3 nos grupos PE e MNG em relação ao grupo de GN, não havendo diferença 

significativa da MIF entre os grupos.  
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Figura 2. Percentagem de linfócitos expressando fator de transcrição intracelular e Média de 

Intensidade de Fluorescência (MIF) em 20 gestantes portadoras de pré-eclâmpsia, 20 gestantes 

normotensas (GN) e 20 mulheres não-grávidas (MNG). (A) % de linfócitos expressando GATA-3; (B) 

MIF de linfócitos expressando GATA-3; (C) % de linfócitos expressando FoxP3; (D) MIF de linfócitos 

expressando FoxP3. Resultados expressos em média ± SD.  # p<0,05 vs. GN; + p<0,05 vs. PE e 

MNG (ANOVA). 

 

3.3. Produção de citocinas por PBMCs de gestantes e mulheres não-grávidas 

 

3.3.1. Estímulo com urato monossódico (MSU) 

 Na figura 3 observa-se concentração endógena e induzida por MSU das 

citocinas inflamatórias TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) produzidas por 

PBMCs de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e mulheres não-

grávidas, cultivadas por 72h.  

 A produção de TNF-α (figura 3A) por essas células foi maior nos grupos PE e 

MNG quando comparados com GN, tanto na produção endógena quanto na 

estimulada com MSU. Além disso, o estímulo com MSU induziu aumento da 

produção de TNF-α nos grupos PE e MNG. Em relação à citocina IFN-γ (figura 3B), a 

concentração foi maior em sobrenadante não estimulado de gestantes com PE 

comparado somente com o grupo GN. No entanto, o estímulo com MSU induziu uma 
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maior produção de IFN-γ em todos os grupos estudados. A citocina IL-17 (figura 3C) 

apresentou aumento endógeno em gestantes com PE quando comparada com 

gestantes normotensas, entretanto o estímulo com MSU somente aumentou a 

produção da citocina no grupo GN. Já a produção endógena de IL-22 (figura 3D) foi 

similar em todos os grupos estudados, porém o MSU estimulou o aumento na 

produção da citocina em todos os grupos estudados. 

 

Figura 3. Produção TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) por células mononucleares de 20 

gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres não-

grávidas (MNG), não estimuladas (MSU-) e estimuladas com urato monossódico (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 concentração endógena e induzida por MSU 

das citocinas anti-inflamatórias, IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-β1 (C) produzidas por 

PBMCs de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e mulheres não-

grávidas, cultivadas por 72h.  

A citocina IL-10 (figura 4A) apresentou níveis diminuídos em gestantes com 

PE quando comparada aos outros grupos, tanto na produção endógena como na 

estimulada por MSU. Não foi observada diferença significativa entre os grupos 
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estudados na produção de IL-4 (figura 4B). Em relação à produção endógena de 

TGF-β1 (figura 4C), foram encontrados níveis diminuídos em gestantes com PE 

quando comparada aos outros grupos estudados e, ao contrário dos grupos GN e 

MNG, as gestantes com PE apresentaram aumento de TGF-β1 quando estimuladas 

com MSU. 

 

 

Figura 4. Produção de IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-β1 (C) por células mononucleares de 20 gestantes 

portadoras de pré-eclâmpsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres não grávidas 

(MNG), não estimuladas (MSU-) e estimuladas com urato monossódico (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. Estímulo com Hialurona (HA) 

 Observa-se na figura 5A concentração endógena e induzida por hialurona 

(HA) das citocinas inflamatórias, TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) 

produzidas por PBMCs de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e 

mulheres não-grávidas, cultivadas por 72h.  

Foi observada maior produção de TNF-α (figura 5A) nos grupos PE e MNG 

quando comparada com o grupo GN, tanto na produção endógena quanto na 
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estimulada. A produção de IFN-γ (figura 5B) encontra-se endogenamente 

aumentada em gestantes com PE comparada com gestantes GN. O HA foi capaz 

ainda de estimular a produção IFN-γ no grupo PE.  Em relação à produção de IL-17 

(figura 5C), está demonstrado aumento endógeno em gestantes com PE quando 

comparadas com gestantes normotensas, entretanto o estímulo com HA aumentou a 

produção da citocina no grupo GN. Já a produção de IL-22 (figura 5D)  não 

apresentou diferença significativa entre os grupos estudados. 

 

 

Figura 5. Produção TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) por células mononucleares de 20 

gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres não-

grávidas (MNG), não 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 produção endógena e estimulada por HA de 

citocinas anti-inflamatórias IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-β1 (C) produzidas por PBMCs 

de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e mulheres não-grávidas, 

cultivadas por 72h.  
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A produção de IL-10 (figura 6A) foi significativamente menor em gestantes 

com PE quando comparada aos outros grupos, tanto na produção endógena como 

na estimulada por HA. Não foi observada diferença significativa entre os grupos 

estudados quanto à produção de IL-4 (figura 6B). Níveis endogenamente diminuídos 

de TGF-β1 (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 relação ao grupo GN. O estímulo com HA 

aumentou a produção de TGF-β1 em gestantes com PE, ao contrário dos outros 

grupos estudados que apresentaram diminuição. 

 

 
Figura 6. Produção de IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-β1 (C) por células mononucleares de 20 gestantes 

portadoras de pré-eclâmpsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres não-grávidas 

(MNG), não 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. Estímulo com Hsp70 

 Na figura 7 estão representadas as concentrações endógena e induzida por 

Hsp70 das citocinas inflamatórias TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) 
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produzidas por PBMCs de gestantes portadoras de PE, gestantes normotensas e 

mulheres não-grávidas, cultivadas por 72h.  

A citocina inflamatória TNF-α (figura 7A) apresentou maior expressão, 

endógena e estimulada, nos grupos PE e MNG quando comparados com o grupo 

GN. O estímulo com Hsp70 aumentou a produção de TNF-α nos grupos PE e MNG. 

A produção de IFN-γ (figura 7B) e IL-17 (figura 7C) encontra-se endogenamente 

aumentada em gestantes com PE comparada com gestantes GN. Já a produção de 

IL-22 (figura 5D)  não apresentou diferença significativa entre os grupos estudados. 

 

 

Figura 7. Produção TNF-α (A), IFN-γ (B), IL-17 (C) e IL-22 (D) por células mononucleares de 20 

gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres não-

grávidas (MNG), não 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). 

 

Produção endógena e estimulada por Hsp70 de citocinas anti-inflamatórias IL-

10 (A), IL-4 (B) e TGF-β1 (C) produzidas por PBMCs de gestantes portadoras de PE, 

gestantes normotensas e mulheres não-grávidas, cultivadas por 72h.  

A produção de IL-10 (figura 8A), endógena e estimulada por Hsp70, 

apresenta-se significativamente diminuída em gestantes com PE quando comparada 
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aos grupos GN e MNG. Além disso, a Hsp70 estimulou a produção de IL-10 no 

grupo MNG. Não foi observada diferença significativa na produção de IL-4 (figura 

8B) entre os grupos estudados. Foi observada menor produção endógena de TGF-

β1 (figura 8C) em gestantes com PE quando comparada aos grupos GN e MNG e, 

quando essas células foram estimuladas com Hsp70 apresentaram aumento da 

produção da citocina em gestantes com PE em relação ao grupo GN e MNG, que 

apresentaram diminuição.  

 

 

 

Figura 8. Produção de IL-10 (A), IL-4 (B) e TGF-β1 (C) por células mononucleares de 20 gestantes 

portadoras de pré-eclâmpsia (PE), 20 gestantes normotensas (GN) e 20 mulheres não-grávidas 

(MNG), não 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. Discussão   

O balanço entre células Th17 e Treg é importante para manter a homeostase 

e orquestrar a resposta imune durante a gestação (Figueiredo & Schumacher, 2016). 
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No entanto, no presente trabalho foi demonstrado que esse balanço é deficiente na 

PE, ocorrendo desequilíbrio entre perfil inflamatório e anti-inflamatório de 

subpopulações de células T CD4+, com polarização para os perfis Th1 e Th17 e 

diminuição dos perfis Th2/Treg. Esse desequilíbrio também foi comprovado por 

níveis endógenos elevados de TNF-α, IFN-γ e IL-17, associados à diminuição de IL-

10 e TGF-β produzidos por linfócitos de gestantes portadoras de PE.  

Esses resultados estão em acordo com dados da literatura demonstrando que 

gestantes com PE grave apresentam aumento na percentagem de células Th17 e de 

células Th22 e diminuição de Treg quando comparadas com gestantes normotensas 

(Zhang et al., 2016). Outros autores estudando sangue do cordão umbilical em 

gestantes com PE e normotensas (Vargas-Rojas et al., 2015)  demonstraram que o 

perfil Th2/Treg encontra-se diminuído em gestantes com PE, enquanto Cao et al., 

(2015) demostraram que o RNAm de Foxp3 está diminuído, e o RNAm de RORc 

encontra-se aumentado em gestantes pré-eclampticas em comparação com o 

gestantes normais. Gestantes com PE apresentam menor percentagem de células 

expressando fatores intracitoplasmáticos de perfil anti-inflamatório (GATA-3 e 

FoxP3). No entanto, as células de gestantes com PE que já expressam 

endogenamente esses fatores, tem maior intensidade de expressão, demonstrada 

possivelmente pela MIF que não mostrou diferença significativa entre os grupos. 

Para tentar manter a homeostase e controlar a inflamação presente, já que o perfil 

Th17 predomina nessa patologia. Os resultados do presente trabalho confirmam 

resultados anteriores, da literatura, mostrando que a população de células Treg no 

sangue periférico de gestantes com PE está diminuída (Toldi et al., 2012; Boij et al., 

2015).  

Os resultados de produção endógena (não estimulada) de citocinas por 

linfócitos T CD4+ confirmam o perfil Th1/Th17 ativado nessas células, concordando 

com trabalhos que demonstraram aumento de IFN-γ (Okzan et al., 2014) e IL-17 em 

plasma de gestantes com pré-eclâmpsia quando comparadas com gestantes 

normotensas e mulheres não-grávidas (Barnie et al., 2015; Molvarec et al., 2015). O 

IFN-γ e a IL-17 são citocinas capazes de induzir a resposta inflamatória, sendo 

assim, a maior produção dessas citocinas por células de gestantes com PE pode 

auxiliar na inflamação exacerbada observada nessa síndrome. Além dessas o TNF-α 

também se encontra aumentado em gestantes com PE, corroborando resultados 
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prévios obtidos em nosso laboratório (Peraçoli et al., 2013). A maior produção 

endógena de TNF-α em gestantes com PE está de acordo com a literatura 

(Beckmann et al., 2004; Peraçoli et al., 2007; 2011) e sugere que os efeitos 

deletérios das altas concentrações circulantes do TNF-α podem estar associados às 

manifestações mais graves da PE e ao estresse oxidativo presente nessa patologia.  

Assim, a maior produção de IL-10 e TGF-β1, por células mononucleares de 

gestantes normotensas pode ser explicada pela predominância de um perfil Th2 anti-

inflamatório nessas mulheres, que se desenvolve durante a gestação, com 

predomínio de IL-10 e TGF-β1 sobre TNF-α e IFN-γ para minimizar os efeitos 

deletérios de uma resposta inflamatória excessiva.  A maior concentração endógena 

de IL-10 e TGF-β1, encontrada em gestantes normotensas em relação às 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 níveis endógenos de IL-10 ou TGF-β1 em células mononucleares de 

gestantes com PE comparadas com gestantes normotensas.  

A concentração de IL-4 no plasma das gestantes pré-eclâmpticas não 

apresentou diferença 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 diferenças entre os 

grupos com relação à concentração plasmática de IL-22. Embora Zhang et al., 

(2016) estudando gestantes pré-eclâmpsia 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 são capazes de induzir modulação da 

resposta imune adaptativa, aumentando a inflamação. A inflamação estéril é 

suficiente para recriar as principais características das doenças reprodutivas comuns 

em animais de experimentação, enquanto nos seres humanos, uma parte 

significativa das gestantes que apresentam pré-eclâmpsia, trabalho de parto 

prematuro ou outras doenças inflamatórias durante a gravidez não mostram sinais 

clínicos de infecção (Nadeau-Vallée et al., 2016). A origem das DAMPs, no plasma, 

não é conhecida, mas existem evidências de que podem ser liberadas a partir de 

tecidos lesados e células necróticas e incluem componentes de matriz extracelular 
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degradados, como o hialurona, proteínas de choque térmico (Hsp70), ácido úrico, 

proteína HMGB1 e ácidos nucleicos, entre outros. 

A inflamação estéril é 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 condição adversa que inicialmente levou à liberação 

da DAMP (Nadeau-Vallée et al., 2016). Na PE, muitas dessas DAMPs são 

conhecidas por contribuir tanto para a inflamação placentária local como para a 

inflamação sistêmica e a disfunção endotelial. Conforti-Andreoni et al., (2011) 

mostraram que a diferenciação de linfócitos T CD4+ em perfil Th17, induzida por 

ácido úrico, é dependente da ativação do inflamassoma em células dendríticas com 

consequente produção de IL-1β, demonstrando que as DAMPs são capazes de 

modular também a imunidade adaptativa, além da imunidade inata. 

Nesse contexto de inflamação estéril é interessante conhecer a capacidade 

dessas DAMPs em ativar a resposta inflamatória em gestantes portadoras PE. No 

presente trabalho foi observado que as DAMPs, MSU, HA e Hsp70, foram capazes 

de modular a produção de citocinas por PBMCs em diferentes intensidades. O 

estímulo com MSU induziu aumento na produção de IFN-γ e IL-22 em todos os 

grupos estudados, sugerindo que um ambiente com aumento de MSU pode 

intensificar a inflamação sistêmica. Observou-se ainda que MSU e HA foram 

capazes de aumentar a produção de IL-17 em gestantes normotensas, evidenciando 

que o aumento dessas DAMPs pode levar a uma estado de inflamação sistêmica, 

como o observado em gestantes portadoras de PE  que apresentam aumento 

endógeno de IL-17.  

A DAMPs, MSU, HA e Hsp70 induziram aumento de TGF-β1 em gestantes 

portadoras de PE. Considerando que ambientes com alta concentração de TGF-β e 

IL-6 levam a diferenciação para perfil inflamatório Th17 (Saito et al., 2010; 

Figueiredo & Schumacher, 2016) a indução desse aumento pode resultar inflamação 

mais intensa em gestantes com PE. No entanto o estímulo com HA e Hsp70, em 

gestante normotensas, levou a diminuição na produção dessa citocina, 

demonstrando a capacidade dessas gestantes em manter a resposta inflamatória 

sob controle.  

O estímulo com MSU e Hsp70 ainda induziu aumento da produção de TNF-α 

em gestantes com PE e no grupo MNG. Outros trabalhos demonstraram que o MSU 
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e a Hsp70 induzem a produção de TNF-α, principalmente ligado à ativação da 

imunidade inata. A indução de estresse oxidativo leva à produção de Hsp70, que 

regula a ativação do fator de transcrição nuclear NF-κB e a expressão do gene do 

TNF-α em monócitos e macrófagos (Mandrekar et al., 2008). Enquanto, Matias et al., 

(2015) estudando a ativação do inflamassoma induzido por MSU, demonstraram que 

essa DAMP é capaz de aumentar a produção de TNF-α por monócitos de gestantes 

com PE. 

Em conclusão, os resultados do presente trabalho mostram que células de 

gestantes portadoras de PE apresentam ativação endógena para perfil Th1/Th17 e 

expressão elevada de citocinas inflamatórias. O estímulo com as DAMPs foi capaz 

de estimular a resposta inflamatória em gestantes pré-eclâmpticas sugerindo que 

essas alarminas desempenham papel na ativação do sistema imune adaptativo e na 

liberação de citocinas inflamatórias participando na patogênese dessa importante 

síndrome da gestação. 
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Conclusões: 

 

a) Os resultados do capítulo 1 mostram que monócitos de gestantes portadoras de 

PE apresentam ativação endógena dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e 

secretam níveis mais elevados de IL-1β, IL-18 e TNF-α. O estímulo de monócitos 

com MSU, induzindo maior expressão gênica do receptor NLRP3 e caspase-1, 

bem como a produção de IL-18 foi mais evidente nos grupos de gestantes pré-

eclâmpticas e de mulheres não grávidas e demonstra o papel do ácido úrico na 

ativação do inflamassoma NLRP3 e na liberação de citocinas inflamatórias, 

sugerindo a participação desse complexo inflamatório na patogênese da pré-

eclâmpsia. 

 

b) Os resultados do capítulo 2 mostram que monócitos de gestantes portadoras de 

PE apresentam ativação endógena dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e 

expressam níveis elevados de IL-1β, IL-18, HMGB1 e TNF-α. O estímulo de 

monócitos com HA induziu maior expressão gênica de NLRP1, NLRP3, caspase-

1, IL-1β e HMGB1, bem como a produção de IL-1β foi mais evidente nos grupos 

de gestantes pré-eclâmpticas e de mulheres não grávidas. O estímulo de 

monócitos com Hsp70 contribuiu para produção de IL-1β e TNF-α por essas 

células por meio de mecanismo independente de ativação dos inflamassomas. 

Esses resultados sugerem a participação dessas DAMPs na resposta inflamatória 

sistêmica, característica da PE.  

 

c) Os resultados do capítulo 3 mostram que células de gestantes portadoras de PE 

apresentam ativação endógena para perfil Th1/Th17 e expressão elevada de 

citocinas inflamatórias. O estímulo de células mononucleares do sangue periférico 

com as DAMPs foi capaz de induzir a resposta inflamatória em gestantes pré-

eclâmpticas sugerindo que essas alarminas desempenham papel na ativação do 

sistema imune adaptativo e na liberação de citocinas inflamatórias participando na 

patogênese dessa importante síndrome da gestação. 
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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-

1β (IL-1β), IL-18 and tumor necrosis factor alpha (TNF-α) detection in supernatant of 

monocytes cultured with or without HA and Hsp70. The inflammasome induction was 

evaluated by the quantification of mRNA for NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, IL-18, 

HMGB1 and TNF-α by RT-qPCR 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-

1β, IL-18, HMGB1 and TNF-α. Stimulation of monocytes with HA induced increased gene 

expression of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β and HMGB1, as well as higher production of 

IL-1β in pre-eclamptic and non-pregnant women than in normotensive pregnant women. 

Stimulation of monocytes with Hsp70 contributed to the production of IL-1β and TNF-α 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.
1
 During human pregnancy 

the leading cause of morbidity, mortality and premature labor from 2 to 10% of pregnancies,
2
 

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.
3
 Other maternal disorders, also related to PE, are: 

kidney failure, liver involvement, neurologic or hematologic complications, uteroplacental 

dysfunction or fetal growth restriction.
4,5

 

Activation of inflammatory cells such as monocytes and granulocytes, and endothelial 

cells is observed in PE
6,7

 as well as excessive production of proinflammatory cytokines
8,9

 and 

lower concentrations of IL-10 in the circulation or produced endogenously by monocytes 

from peripheral blood.
10,11

 The endogenous production of tumor necrosis factor (TNF-α) by 

peripheral blood monocytes is significantly higher in pre-eclamptic women than in normal 

pregnancies, suggesting the activate state of these cells.
8,11,12

 

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,
13

 and an association between increase in NF-

kB activation and higher production of TNF-α and IL-1β by mononuclear cells of pre-

eclamptic pregnant women as compared to normotensive pregnant women.
14

 The higher 

production of TNF-α and IL-1β 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,
15

 reactive oxygen species, heat shock proteins (Hsps),
16,17

 

proteins released from cells as HMGB1
18

 and products released from the extracellular matrix 

such as fibronectin and hyaluronan.
19-21

 

The Hsps are ubiquitous and phylogenetically conserved molecules with chaperone 

functions and cytoprotective activity,
22

 present in all organisms.
23

 The release of Hsp70 by 

monocytes/macrophages acts as "danger signal" stimulating TNF-α, IL-6 and IL-8 production 

by the lineage of human macrophages THP-1.
24

 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.
10

 

High mobility group box 1 (HMGB1) was originally described as a strictly nuclear 

protein present in almost all cell types,
25

 because of its binding to DNA and by playing a role 

in transcription, repair and replication of genes,
26

 and posteriorly it was considered as 

cytokine with potent inflammatory activity due to its extranuclear functions.
27

 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 

considered as "danger signal",
28

 acting as a proinflammatory mediator.
29

 Release of HMGB1 

in endotoxemia is dependent on NLRP3 inflammasome activation.
30

 This protein levels is 
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increased in plasma of pre-eclamptic women compared with normotensive pregnant women
31

 

and may contribute to the development of the inflammatory response in patients with PE.
32

 

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.
20

 These fragments activate proinflammatory response via Toll-

like receptors (TLR) 2 and TLR4, and can also activate NLRP3 inflammasome acting as a 

DAMP.
33

 On the other hand, high molecular weight HA generates anti-inflammatory 

response.
34,35

  Elevated plasma levels of HA are described in women with PE.
36,37

 Then, 

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.
38,39

 

 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,
40

 and endogenous products from host cells, 

which are released during tissue damage and denominated "alarmins" or DAMPs.
38,41

 

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.
42,43

 Caspase-1 is responsible for cleaving pro-IL-

1β and pro-IL-18 to IL-1β and IL-18 biologically active forms that are subsequently secreted 

into the extracellular medium.
44,45

 

Some evidence indicates that NLRP3 plays a role in inflammatory diseases such as 

atherosclerosis, gout and diabetes type I.
46-48

 However, different binders and the exact 

mechanism of NLRP3 inflammasome activation are still poorly understood.
43

 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-1β and TNF-α compared to normotensive pregnant women.
15

 According to 

Yang et al.,
49

 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.
7,15

 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
th

 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 ᵒC for 10 min at 1200 g. The plasma fraction was 

stored in aliquots at -80 ᵒC 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.
12

 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 µg/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
5
 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 
o
C in a humidified 5% CO2 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.
50

 Monocytes were incubated with complete 

medium in the presence or absence of 100 µg/mL of hyaluronan (HA) (R&D Systems) or 2.5 

ng/mL of Hsp70 (Sigma-Aldrich) for 18 h at 37 ºC in 5% CO2. 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 
o
C for cytokine determination. 

 

DAMPs and cytokines determination 

For quantification of DAMPs (Hyaluronan, Hsp70) in plasma and IL-1β 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-1β, 

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

 

Expression of transcripts related to inflammation 

Monocytes were incubated with complete medium in the presence or absence of 100 µg/mL 

of HA (R&D Systems) or 2.5 ng/mL of Hsp70 (Sigma-Aldrich) for 4 h at 37 ºC in 5% CO2 

and were subjected to analysis of the expression on transcriptional level of the gene encoding 

the proteins NLRP1, NLRP3, caspase-1, HMGB1, IL-1β, IL-18 and TNF-α. Glybenclamide 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at concentration of 50 and 200μM was added to 

cultures of monocytes from non-pregnant women for 30 min, and then HA (100 μg/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 



116 
 

system Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp., Thorold, Canada) according to 

manufacturer's protocol. After extraction 1 µg of total RNA was incubated with DNAse I 

Amp Grade (Invitrogen). The purity and relative quality of samples obtained were determined 

by fluorometry using Qubit
® 

Fluorometric Quantitation, Thermo Scientific
TM

. Subsequently, 

the synthesis of complementary DNA (cDNA) was conducted with 450 ng of total RNA in 60 

μl reaction using ImProm-II TM Reverse Transcription System, according to manufacturer's 

protocol. The quantification of gene expression of NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, IL-18 

and TNF-α was made through the reaction technique in quantitative Polymerase Chain in real 

time (RT-qPCR) using RT GoTaq® -qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) 

according to Matias et al.
15

 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.
51

 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 µM 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-1β 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-1β 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-1β gene expression in monocytes of 

women with PE and NP group. Glybenclamide at 200 µM concentration was able of 

inhibiting IL-1β 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 HMGB1 (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-α 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-α 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-α 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-1β than those of NT and NP groups. Cell stimulation with HA induced higher   

IL-1β 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-1β 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 IL-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-α HA by 

monocytes of women with PE in relation to the NT group. It is also possible to note lower 

release of TNF-α 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-α than endogenous production by these cells. There was 

no significant difference between basal and HA stimulated (HA
+
) levels in monocytes of pre-

eclamptic women. 



120 
 

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-1β 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-1β gene expression in monocytes stimulated 

or not with Hsp70 when compared to the NP group. Gene expression of IL-18 (Fig. 5B) and 

HMGB1 (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-1β, IL-18 and HMGB1 by 

monocytes from the three groups studied. 

Figure 5D shows increased gene expression of TNF-α 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-α in non-stimulated 

(Hsp70
-
) 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-1β 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-1β 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 (Hsp70

-
) production by these cells in the three 

groups studied. 

Basal production of IL-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-α 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-α 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 HMGB1 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.
10,31,32,36,37

 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, HMGB1 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, HMGB1, 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.
52

 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.
29,53

 According 

to Khan & Hay,
54

 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-1β, TNF-α, HMGB1 and elevated levels of caspase-1 and these inflammatory cytokines in 

placental tissue.
55

  

The analysis of the gene expression of caspase-1 NLRP1 and NLRP3, as well as of IL-

1β, IL-18, HMGB1 and TNF-α 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.
15

 These results associated 

with increased protein expression of the inflammatory cytokines IL-1β, TNF-α 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,
56

 metabolic stress,
57

 hyaluronan, one of the main 

components of the extracellular matrix that is released during tissue injury,
33

 uric acid, 

reactive oxygen intermediates, among other DAMPs.
21

 

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.
33

 

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.
58

 

The gene expression of IL-1β, TNF-α and HMGB1 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-1β when monocytes were cultured with HA plus glybenclamide, an inhibitor 

of the inflammasome,
59

 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
15

 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.
17

 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-κB and the expression of the TNF-α gene. However, our 

results showed that the stimulation of monocytes with Hsp70 induced increased production of 
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IL-1β and TNF-α, 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.
24

  

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-IL-1β 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.
60

 According to Bauernfeind et al.
61

 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-1β in 

biologically active IL-1β with only one activation signal, such as the interaction of ligands 

with TLR2 and TLR4 receptors. Thus, IL-1β 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.
62

 

The elevated levels of TNF-α in pre-eclamptic women detected in the present study 

could act in the inflammasome complex by its stimulatory effect on the transcription factor 

nuclear-κB. The synthesis of TNF-α as well as IL-1β is regulated in part by NF-κB, which is 

more active in cells of women with PE.
14

 This factor regulates transcription of genes related 

to inflammation
63,64

 and TNF-α, on the other hand, acts by stimulating the activation of NF-

κB, maintaining a cycle of cellular activation.
65

 Although not directly related to the 

inflammasomes, TNF-α 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-α 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-α. 

The expression of TNF-α-induced NLRP3 in these cells depends on the ERK pathway, 

probably in coordination with the NF-kB pathway.
66

 Furthermore, according to Bauernfeind 

et al.,
67

 elevated systemic levels of TNF-α 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-1β, IL-18, TNF-α and HMGB1 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-1β and TNF-α. 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-α levels are elevated.
11,68

 

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-1β, IL-18, HMGB1 and TNF-α. 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-1β and HMGB1, as well as the production of IL-1β was more 

evident in pre-eclamptic and non-pregnant women. Monocyte stimulated with Hsp70 

contributed to the production of IL-1β and TNF-α 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 µM or 200 µM 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-1β (A), IL-18 (B), HMGB1 (D) and TNF-α (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-1β (C) in monocytes from non-pregnant women cultured with 50 µM or 200 µM 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-1β (A), IL-18 (B) e TNF-α (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-1β (A), IL-18 (B), HMGB1 (C) and TNF-α (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-1β (A), IL-18 (B) and TNF-α (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-1β (544)GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC(564) (653)AACACGCAGGACAGGTACAG(634) NM_000576.2 
IL-18 (438)ACTGTAGAGATAATGCACCCCG(459) (517)AGTTACAGCCATACCTCTAGGC(496) NM_001562.3 
TNF-α (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 

(n = 20) 

pregnant women 

(n = 20) 

women  

(n = 20) 

Age (years) 25 (15 – 40) 26 (14 – 41) 24 (21 – 40) 

Race 
White (%) 

Non-white (%) 

82.3 

17.7 

89.3 

10.7 

84.0 

16.0 

Gestational age (weeks) 34 (23 – 40) 35 (24 – 39) – 

Parity 
Nulliparous (%) 

Multiparous (%) 

63 

37 

68 

32 
– 

Systolic Blood Pressure 

(mmHg) 
160

# 
(140 – 200) 110 (90 – 112) 114 (100 – 120) 

Diastolic Blood Pressure 

(mmHg) 
110

# 
(90 – 120) 69 (63 – 70) 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 

(PE) 

pregnant women 

(NT) 

women  

(NP) 

Hyaluronan (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) 

HMGB1 (ng/mL) 
8.11 

# 

(1.864 – 97.809) 

2.09 

(1.682 – 4.789) 

2.15 

(1.848 – 18.854) 

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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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 

 



144 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 2 – Parecer do Conselho de Ética em Pesquisa 
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ANEXO 3 – Termos de Consentimento Livre e Esclarecido 
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