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CAPITULO I



ASSOCIAGAO ENTRE A EXPRESSAO DE RECEPTORES TLR2 E TLR4,
FATOR DE TRANSCRIGAO NUCLEAR NF-KB E PRODUGAO DE IL-10,
IL-12 E TNF-ALFA POR MONOCITOS DE GESTANTES PORTADORAS

DE PRE-ECLAMPSIA

Association between TLR2 and TLR4 receptors expression, nuclear transcription
factor NF-KB activation and IL-10, IL-12 and TNF-alpha production by monocytes

from pregnant women with preeclampsia

Mariana Romé&o'; Camila Ferreira Bannwart-Castro'; Ingrid Cristina Weel; Vera
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RESUMO

Introdugao: A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da
gestacdo humana, caracterizada por uma resposta inflamatéria sistémica, de
maior intensidade do que a observada na gestagdo normal. Nessa patologia,
células do sistema imune inato como mondcitos e granuldcitos encontram-se
ativadas endogenamente e secretam niveis elevados de radicais livres e citocinas
inflamatdrias. Objetivos: 1) Determinar o estado de ativagdo endégena de
monaocitos pela expressao de receptores TLR2 e TLR4, bem como a ativagéao do
fator de transcri¢do nuclear NF-kB nessas células em gestantes portadoras de PE
distribuidas quanto a idade gestacional de aparecimento das manifestagbes
clinicas (precoce ou tardia) da doenca; 2) Correlacionar a expressao de TLR2 e
TLR4 com a producao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-10
(IL-10) e IL-12 por mondcitos estimulados com lipopolissacaride de Escherichia
coli (LPS) e peptidoglicano (PGN) de bactéria Gram-positiva em gestantes com
PE precoce ou tardia; 3) Verificar se os parametros estudados diferenciam PE
precoce e tardia. Métodos: Foram estudadas 92 gestantes, sendo 32
normotensas e 60 portadoras de PE, pareadas pela idade gestacional. As
gestantes pré-eclampticas foram classificadas de acordo com o aparecimento das
manifestagdes clinicas em PE precoce (<34 semanas de gestagéo, n=30) e PE
tardia (234 semanas de gestacao, n=30). Mondcitos de sangue periférico obtidos
de gestantes normotensas ou com PE foram cultivados por 18 h na auséncia ou
presenca de LPS ou de PGN. A expressdao de receptores TLR2 e TLRA4,
presentes na superficie de mondcitos, foi detectada por citometria de fluxo,
empregando-se anticorpos monoclonais especificos, marcados com fluorocromos.
Para analise da ativagdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB os mondcitos
foram incubados na presenca ou auséncia de LPS ou PGN por 30 min e o extrato
nuclear obtido foi empregado para dosagem de NF-kB. Mondcitos foram ainda
cultivados na presenca ou auséncia de LPS e PGN e o sobrenadante obtido apds
18 h de cultivo foi aspirado e empregado para dosagem das citocinas TNF-a, IL-
10, IL-12p40 e IL-12p70, pela técnica de ELISA. Os resultados foram analisados
por testes ndo paramétricos, com nivel de significancia de 5%. Resultados: A
expressdo endogena de TLR4 em monécitos de gestantes com PE foi

significativamente maior em relacdo as gestantes normotensas e
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significativamente diferente entre os grupos de PE precoce e tardia. Foi
observada maior ativagdo enddégena de NF-kB em gestantes com PE quando
comparadas com gestantes normotensas, porém nao houve diferengca entre os
grupos com PE precoce e tardia. Quando estimulados com LPS e PGN os
monaocitos das gestantes com PE apresentaram menor ativagdo de NF-kB em
comparagao as gestantes normotensas. A produgdo endogena de TNF-q, IL-
12p40 e IL-12p70 por mondcitos de gestantes com PE em comparagdo as
normotensas foi significativamente mais elevada, enquanto a sintese de IL-10 foi
estatisticamente menor. A analise da concentragdo de IL-10 e IL-12 mostrou
diferenca estatistica entre os grupos de PE precoce e tardia. Apos estimulo com
LPS e PGN observou-se producgao elevada de IL-12p40 e IL-12p70 nos quatro
grupos de gestantes, sendo os niveis produzidos pelas células das gestantes com
PE significativamente maiores. Ao contrario, a liberagcdo de IL-10 e TNF-a por
monocitos das  gestantes  pré-eclampticas, quando estimulados, foi
significativamente reduzida em comparacao as gestantes normotensas, sugerindo
tolerancia ao estimulo in vitro com LPS e PGN. Conclusao: Os resultados
confirmam o estado de ativagdo dos mondcitos em gestantes portadoras de PE
pela maior expressdo de receptores TLR4, ativacdo de NF-kB e producéo
aumentada de citocinas inflamatérias. Entre esses parametros, a expressao de

TLR4 e a producéao de IL-10 e IL-12 permitiram diferenciar PE precoce e tardia.

Palavras chave: pré-eclampsia, mondcitos, receptores TLR, NF-kB, citocinas.
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ABSTRACT

Introduction: Preeclampsia (PE) is a pregnancy-specific human
syndrome characterized by a systemic inflammatory response, with higher
intensity than the one observed in normal pregnancy. In this pathology, innate
immune cells such as monocytes and granulocytes are activated endogenously
and secrete high levels of inflammatory cytokines and free radicals. Objectives: 1)
to determine the activation state of monocytes by endogenous expression of TLR2
and TLR4 receptors as well as the nuclear transcription factor (NF-kB) activation in
these cells in pregnant women with PE, distributed according to the gestational
age of clinical manifestations (early or late-onset) of the disease; 2) to correlate
TLR2 and TLR4 expression with TNF-a, IL-10 and IL-12 by monocytes stimulated
with lipopolysaccharide (LPS) of Escherichia coli and peptidoglycan (PGN) of
Gram-positive bacteria in pregnant women with early-onset or late-onset PE; 3) to
verify if the parameters studied may differentiate early-onset or late-onset PE.
Methods: We studied 92 pregnant women, 32 normotensive and 60 women with
PE, paired for gestational age. Preeclamptic pregnant women were classified
according to onset of clinical manifestations in early-onset PE (<34 weeks
gestation, n=30) and late-onset PE (= 34 weeks gestation, n=30). Monocytes from
peripheral blood obtained from preeclamptic and normotensive pregnant women
were incubated for 18h in the absence or presence of LPS or PGN. Expression of
TLR2 and TLR4 receptors present on the surface of monocytes, was detected by
flow cytometry, using specific monoclonal antibodies labeled with fluorochromes.
To analyze NF-kB, monocytes were incubated with or without LPS or PGN for 30
min and the nuclear extract obtained was employed for NF-kB determination.
Monocytes were further cultured in the presence or absence of LPS and PGN and
the supernatant obtained after 18h cultivation was aspirated and used for TNF-a,
IL-10, IL-12p40 and IL-12p70 determination by ELISA. The results were analyzed
by nonparametric tests, with a significance level of 5%. Results: The endogenous
expression of TLR4 in monocytes from pregnant women with PE was significantly
higher than in normotensive, and significantly different between groups of early
and late-onset PE. We observed higher endogenous NF-kB activation in patients
with  PE compared with normotensive pregnant women, but no significant

difference between early and late-onset PE groups was detected. Lower activation
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of NF-kB was seen when monocytes of preeclamptic pregnant women were
stimulated with LPS and PGN. The endogenous production of TNF-a, IL-12p40
and IL-12p70 by monocytes was significantly higher, whereas the synthesis of IL-
10 was lower in pregnant women with PE compared to normotensive pregnant
women. IL-10 and IL-12 concentrations were significantly different between groups
of early and late-onset PE. After LPS and PGN stimulation high production of IL-
12p40 and IL-12p70 was detected in the four groups of pregnant women, but the
levels produced by the cells of pregnant women with PE were significantly higher.
However TNF-a release by monocytes of preeclamptic pregnant women, after
stimulation, was significantly reduced when compared to normotensive pregnant
women, suggesting in vitro tolerance to LPS and PGN stimulation. Conclusion:
The results confirm the activation state of monocytes in pregnant women with PE
by high expression of TLR4 receptors, NF-kB activation and increased production
of inflammatory cytokines by these cells. Among these parameters, TLR4
expression as well as IL-10 and IL-12 production may differentiate early- and late-

onset preeclampsia.

Keywords: preeclampsia, monocytes, TLR receptors, NF-kB, cytokines.
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1. INTRODUGAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da gravidez humana que
incide entre 3% e 8% das gestagdes (Carty et al., 2010; Uzan et al., 2011), sendo
considerada a principal causa de morbidade e mortalidade materna e perinatal,
especialmente nos paises em desenvolvimento (Sibai et al., 2005; Duley, 2009). E
uma doenga sistémica, caracterizada por multiplas alteragcbes no organismo
materno (Wegmann et al., 1993) e definida pela manifestagdo clinica de
hipertensao arterial e proteinuria, apés a segunda metade da gestacdo (Rein et
al., 2003; Paternoster et al., 2004).

A PE é classificada em leve e grave, de acordo com manifestagdes clinicas
e laboratoriais (ACOG, 2002) e, recentemente, em PE precoce e tardia, na
dependéncia do aparecimento das manifestagcdes clinicas antes da 342. ou a
partir da 342. semana de gestacgao, respectivamente (von Dadelszen et al., 2003;
Huppertz, 2008).

Segundo Huppertz (2008), a classificacdo da PE em precoce e tardia
corresponde a diferentes formas da doenga quanto a sua etiologia e quanto a
forma clinica de manifestacdo. Quando seu aparecimento é precoce, apresenta-
se na forma grave, geralmente associada com resultado anormal do Doppler da
artéria uterina, fetos com restricdo de crescimento intrauterino, resultados
maternos e neonatais ruins (Murphy & Stirrat, 2000; Ness & Sibai, 2006) e maior
taxa de recorréncia (Redman & Sargent, 2005). Por outro lado, a pré-eclampsia
tardia esta frequentemente associada com indice de resisténcia uterina normal ou
discretamente aumentado, baixa taxa de comprometimento fetal e resultados
perinatais mais favoraveis (Sibai et al., 2005; Ness & Sibai, 2006).

A gestacao normal é caracterizada por resposta inflamatéria sistémica leve,
que se torna aparente durante a fase luteinica do ciclo menstrual, antes que
ocorra a implantacdo e desenvolve-se com o0 progresso da gestagao
(Borzychowski et al., 2006). Essas altera¢des inflamatdrias leves, resultantes da
ativagdo da imunidade inata, ndo indicam doenga, mas atuam como mecanismo
protetor do organismo materno contra infeccées, uma vez que a reatividade da
resposta imune especifica se encontra ligeiramente diminuida (Wegmann et al.,
1993).

Na PE ocorre reacgao inflamatéria sistémica, semelhante a observada na
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gestacdo normal, porém de maior intensidade (Redman & Sargent, 2005;
Brewster et al.,, 2008). Portanto, essa doenga parece ser resultante de uma
ativacdo exacerbada da resposta inflamatéria materna, que inclui ativagao de
células inflamatérias, como mondécitos e granuldcitos, bem como células
endoteliais (Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 2006). Assim, caracteriza-
se por producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias (Johnson et al., 2002;
Redman & Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al.,, 2007) e
quimiocinas (Visser al., 2007), bem como por alteragbes na produgao de citocinas
reguladoras, como interleucina-10 (IL-10) e fator transformador do crescimento
beta (TGF-B) (Pestka et al., 2004; Visser et al., 2007; Peracoli et al., 2008).
Observam-se concentragdes elevadas de IL-1 B, IL-6 e de quimiocinas IL-8,
CXCL10/1P-10 e MCP-1 na PE em comparagcdo com gestantes normais (Gotsch
et al., 2007; Szarka et al., 2010; Kalinderis et al., 2011; De Oliveira et., 2011).
Segundo Sharma et al. (2010) a producédo anormal de citocinas e o disturbio no
balanco entre citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-2) e anti-
inflamatadrias (IL-4, IL-10, IL-13) esta envolvido na lesdo vascular presente na PE.

O estresse oxidativo também esta envolvido na fisiopatologia da PE (Kharb
et al.,, 2000; Takagi et al., 2004), sendo decorrente da ativagdo dos leucécitos
que, atuando de maneira sistémica, causa lesdo do endotélio, fenbmeno
diretamente relacionado com a doenga (Rein et al., 2003). Assim, observa-se que
0 aumento da concentracdo plasmatica de radicais livres antecede o
aparecimento das manifestagdes clinicas da doenca e apresenta correlagédo
significativa com os valores de pressao arterial (Erskine et al., 1985). Kharfi et al.
(2005) encontraram concentragdes elevadas de gonadotrofina coribnica e de
peréxido de hidrogénio (H2.O3) no soro de pacientes com PE em comparagao com
gestantes normotensas, mostrando haver correlagao entre esses dois parametros.
Peracoli et al. (2011) mostraram que mondécitos de gestantes com PE encontram-
se ativados endogenamente e liberam concentragdes significativamente maiores
de TNF-a, anion superoxido (O2) e H,O, quando comparados com mondcitos de
gestantes normotensas. Esses resultados confirmam que a PE é caracterizada
por estresse oxidativo e que o0s mondcitos maternos circulantes podem
representar importante fonte de radicais livres e de citocinas inflamatoérias durante

a doenga.
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Na PE, a ativagdo excessiva de mondcitos e granuldcitos intravasculares,
bem como de macréfagos sugere que a ativagdo do sistema imune inato pode
causar problemas na progressao da gestacdo. Células do sistema imune inato
expressam receptores conhecidos como receptores de reconhecimento de padrao
(PRRs), considerados componentes centrais do sistema imune inato e que estado
envolvidos na resposta inflamatoria de mondcitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al.,
2008). Entre os varios PRRs a principal familia € a dos receptores semelhantes ao
Toll (TLRs), que reconhecem e ligam moléculas presentes na superficie de
patdbgenos conhecidas como padrées moleculares associados a patdogenos
(PAMPs) (Koga & Mor, 2008). Uma familia de receptores TLR foi descrita em
mamiferos (Medzhitov & Janeway, 1997), havendo até o0 momento pelo menos 11
TLRs identificados em humanos e 13 em camundongos (Hurst & Von Landenberg,
2008). Esses receptores podem ser classificados de acordo com sua localizagao
na célula: TLR-1/2/4/6/10 sdo expressos na superficie celular, enquanto TLR-
3/7/8/9 sdo expressos em compartimentos endossomais intracelulares (Krutzik et
al., 2003; Abbas et al, 2012). Estdo presentes em varias células,
predominantemente do sistema imune inato, como mondcitos, macréfagos,
granuldcitos e células dendriticas (Rehli, 2002).

Os receptores TLR reconhecem nao apenas componentes de
microrganismos, contribuindo assim para a defesa do hospedeiro contra infecgoes,
mas também ligam produtos enddégenos de células do hospedeiro, que sao
liberados durante lesédo tecidual e denominados “sinais de perigo” (Matzinger,
2002; Kim et al., 2005). A expressao de receptores TLR é descrita em tecidos
presentes na interface materno-fetal, particularmente em células de Hofbauer,
considerada um tipo de macrofago presente nos vilos placentarios (Kumazaki et al.,
2004), em células trofoblasticas (Mitsunari et al., 2006), células endoteliais e
fibroblastos da placenta (Ma et al., 2007). Kim et al. (2005) demonstraram que a
expressdo de TLR4 estd aumentada em células trofoblasticas de pacientes com
PE, sendo induzida por estimulo in vitro com lipopolissacaride (LPS) e fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a). Segundo os autores, os “sinais de perigo”
reconhecidos por esses receptores na interface materno-fetal podem desencadear
um ambiente de citocinas desfavoravel a gestacao, sugerindo ser este um novo

mecanismo que desencadeia a ativagcao do sistema imune inato na PE.
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E descrito que, TLR4 juntamente com CD14 e a molécula adaptadora MD2
atuam como principal receptor para componentes de bactérias gram negativas,
como LPS, enquanto o TLR2 é fundamental para a resposta inflamatéria contra
componentes de bactérias gram positivas, como peptidoglicano (PGN) (Schaaf et
al., 2009). A ligagdo do complexo TLR4 e LPS resulta na ativacdo das células
através da via de sinalizag&o intracelular do fator de transcricdo nuclear NF-kB (Lu
et al., 2008), causando a translocacédo da subunidade p65 do NF-kB para o nucleo
e induzindo a transcricdo de genes relacionados a inflamagéo (Matsusaka et al.,
1993; Striz et al., 2011). Na PE, mondcitos apresentam maior ativagdo de NF-kB
quando comparada com gestantes normotensas (Luppi & Deloia, 2006), assim
como a placenta de gestagao complicada por PE apresenta maior expressao desse
fator de transcricdo (Aban et. al., 2004). Giorgi et al. (2012) observaram aumento
da ativacdo de NF-kB em células mononucleares de sangue periférico de mulheres
pré-eclampticas, associado a maior produgao de TNF-a e IL-1p.

Producao elevada de TNF-a foi detectada no plasma e em cultura de
monacitos isolados de pacientes com PE (Beckmann et al., 2004; Peracoli et al.,
2007, 2011). Evidéncias de que infec¢des possam ter papel etioldégico na PE ainda
ndo foram documentadas, embora baixas doses de LPS administradas a ratas
durante a prenhez induzem PE experimental (Faas et al., 1994). Esses dados
sugerem o envolvimento do sistema imune inato na fisiopatologia da pré-

eclampsia.
2. OBJETIVOS

2.1.Determinar o estado de ativagdo enddgena de mondcitos pela expresséo
de receptores TLR2 e TLR4, bem como a ativagao do fator de transcricao
nuclear NF-kB nessas células em gestantes portadoras de PE distribuidas
quanto a idade gestacional de aparecimento das manifestagdes clinicas

(precoce ou tardia) da doenca;

2.2.Correlacionar a expressdo de TLR2 e TLR4 com a producéo de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-10 (IL-10) e IL-12 por mondécitos

estimulados com lipopolissacaride de Escherichia coli (LPS) e
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peptidoglicano (PGN) de bactéria Gram-positiva em gestantes com PE

precoce ou tardia;

2.3.Verificar se os parametros estudados diferenciam PE precoce e tardia.

3. SUJEITOS E METODOS

3.1.Sujeitos

Foram estudadas 60 gestantes portadoras de PE e 32 gestantes
normotensas, que realizaram assisténcia pré-natal e/ou ao parto na maternidade
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

A idade gestacional dos grupos estudados foi estabelecida pela data da
ultima menstruagao e/ou por exame ultrassonografico precoce (<20 semanas de
gestacao).

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem
antecedente, manifestaram hipertensdo arterial (=140/90mmHg) associada a
proteinuria (> 300mg em urina coletada durante 24 horas), apés a 20 semana de
gestacédo (NHBPEP, 2000).

As gestantes com PE foram estratificadas, segundo Huppertz (2008), em
dois grupos, de acordo com a idade gestacional no momento do diagndstico da
doenca: menor que 34 semanas (PE precoce — n=30) e igual ou maior que 34
semanas (PE tardia — n=30). As gestantes normotensas foram pareadas com as
pré-eclampticas pela idade gestacional.

O tamanho amostral foi calculado considerando-se que a diferencga entre os
grupos de gestantes normais, gestantes portadoras de PE precoce e gestantes
portadoras de PE tardia com relagcao a expressao de receptores TLR2 e TLR4 por
mondcitos, bem como da atividade do fator de transcricdo nuclear NF-kB e a
produgao de citocinas por essas células sera de pelo menos um desvio padrao,
com significancia de 5% e poder de 80%. Assim, foram necessarias, pelo menos,
16 gestantes por grupo estudado.

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram previamente informadas
quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
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Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, protocolo CEP 3922-
2011 (Anexo 1).

3.2. Critérios de inclusao

Ter gestagao unica e idade gestacional entre 24 e 40 semanas.

3.3. Critérios de exclusao

Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com exceg¢ao de
pré-eclampsia tais como: gestagado gemelar, pré-eclampsia anterior, hipertensao
cronica, diabetes, doencas renais, doengas infecciosas, ma-formagao fetal, soro

positividade para HIV e uso de drogas e alcool durante a gestagéao.

3.4. Dosagem da proteinuria

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

3.5. Colheita de sangue

No momento do diagndstico da PE foram coletados 10 mL de sangue das
gestantes, por pungao venosa, para avaliacdo da expressao dos receptores TLR2
e TLR4, da ativagdo do NF-kB e da producédo de citocinas por monocitos. A
amostra de sangue de gestantes normotensas foi coletada no momento em que

foram pareadas pela idade gestacional com as gestantes pré-eclampticas.

3.6. Isolamento e cultura de mondcitos

O sangue periférico obtido dessas gestantes foi colocado em tubo estéril
contendo 20 Ul/mL de heparina (Liquemine, Roche). As células mononucleares
foram obtidas por separacdo em gradiente de Ficoll-Paque Premium (GE
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden), segundo a técnica descrita por
Bdyum (1968). O anel rico em células mononucleares foi lavado, duas vezes, com
meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) por 10 min a 200g. Apds esses

procedimentos as células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI
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suplementado com 2mM de L-glutamina (Sigma), 40 ng/mL de gentamicina e 10%
de soro bovino fetal (Gibco BRL Life Technologies, Breda, The Netherlands)
inativado (RPMI completo), sendo a identificacdo dos mondcitos estimada por
incorporagao de vermelho neutro. Para isso, 50 puL da suspensdo de células
mononucleares foram incubadas por 10 min a 37°C com 450 pL da solugédo de
vermelho neutro a 0,02%. Os mondcitos foram identificados por apresentarem
citoplasma de coloragdo vermelha e a concentragdao celular foi ajustada para
5x10° mondcitos vidveis/mL, apds contagem em camara hemocitométrica de
Neubauer. Essas células foram distribuidas em placas de cultura de 24 orificios
ou em tubos de ensaio para citdmetro (BD-Becton & Dickinson Company, Franklin
Lakes, NJ, USA) e incubadas por 60 min a 37°C, em tenséo de 5% de CO,. As
células nao-aderentes foram eliminadas por lavagem dos orificios da placa com

meio de cultura RPMI.

3.7. Expressao de TLR2 e TLR4 na superficie de monécitos

A expressado de TLR2 e TLR4 por mondcitos de gestantes portadoras de
PE e de gestantes normotensas foi determinada apds 18 h de incubagdo sem
estimulo (expressado enddégena dos receptores) ou apds estimulo de LPS ou PGN
(expresséo ativada) em concentragcdo de 1 ug/mL, previamente padronizada em
nosso laboratdrio. A concentragdo celular foi ajustada para 5x10° mondcitos
viaveis/mL, distribuidos em tubos Falcon para citbmetro (BD). A seguir, as células
foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-TLR2 conjugado com FITC
(BioLegend), com anti-TLR4 conjugado com PE (BioLegend) e com anti-CD14
conjugado com PeCy7 (BioLegend) durante 20 min. Para cada teste, um tubo
controle foi incubado com anticorpos isotipicos marcados com os fluorocromos
especificos. Os mondcitos foram centrifugados por 10 min a 2009 para lavagem e
ressuspendidos em 500 uL de ISOTON Il e fixados com 50 uL de solugdo de
fixagdo contendo 5% de formaldeido (BD). As analises foram realizadas em
cittmetro de fluxo modelo FACSCalibur™ (BD) usando programas “Cell Quest”
(BD) para adquirir e analisar multiparametros celulares. Foi padronizada a
aquisicao de 20.000 eventos por amostra, sendo otimizada a populacdo de
interesse, estabelecendo-se gate (janela) com base em parametros de tamanho

(FSC) e granularidade (SSC) ou fluorescéncia (FL). A média de intensidade de
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fluorescéncia (MIF) de TLR2 e TLR4 foi calculada a partir desse “gate’,

estabelecido nos mondcitos positivos para CD14.

3.8. Extracao nuclear de células mononucleares

As células mononucleares de gestantes normotensas e com PE, obtidas
por separagdo em gradiente de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare) foram
cultivadas por 30 min na presencga ou auséncia de LPS e PGN em concentracao
de 1 pg/mL. Mondcitos, na concentragdo de 5x10° células/mL, obtidos conforme
descrito no item 3.6 foram submetidos a extragao nuclear, utilizando-se o kit de
extragao nuclear (Cayman Chemical Company, Michigan, USA). As células foram
entdo centrifugadas a 4°C e 300 g por 5 min e ressuspendidas em 5 mL de
tampao fosfato-salino, gelado, contendo inibidores de proteases por 5 min a 300 g
e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 500 uL de tampao hipotdnico gelado
foram adicionados aos pellets e estes transferidos a microtubos. Apds incubagao
por 15 min em banho de gelo, adicionou-se 50 pyL de Nonidet P-40 e os
microtubos foram centrifugados por 30 seg. O sobrenadante, contendo a fragcao
citosdlica dessas células foi descartado e os pellets foram ressuspendidos em
50 pL de tampao de extragao nuclear completo e agitados por 15 min em agitador
tipo Vortex e em seguida centrifugados a 14000 g a 4°C por 10 min. A fragao
nuclear presente no sobrenadante foi aliquotada e armazenada a -80°C até sua
utilizacdo. A concentracdo protéica do extrato nuclear foi determinada pelo

método de Lowry (Lowry et al., 1951).

3.9. Determinacao da atividade de p65 NF-kB

Utilizando o kit especifico de fator de transcricdo p65 NF-kB (Cayman
Chemical), 10 pyL da fragdo nuclear obtida de mondcitos foram analisados
segundo as instrugbes do fabricante. O extrato nuclear foi incubado em placa de
96 pocos contendo uma sequéncia especifica de dupla fita de DNA
(GGGACTTTCC 5'-3"), para avaliar a afinidade com a subunidade p65 NF-kB. A
ligacdo de p65 NF-kB com o oligonucleotideo alvo foi detectada através da
incubacdo com um anticorpo primario especifico para a forma ativada de p65 e,
em seguida, visualizado por incubacdo com anticorpo anti-lgG conjugado com

peroxidase em concentracgdes ideais em uma solugdo de desenvolvimento, tal
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como descrito pelo fabricante. A concentragdo de p65 NF-kB encontrada em
monaocitos obtidos de gestantes normotensas ou com PE foi quantificada em
comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA (Multiskan EFLAB, Helsinki,
Finland). A concentracdo de p65 NF-kB encontrada foi dividida pela quantidade
de proteina nuclear presente nessas células e os resultados expressos em g de

p65 NF-kB/ug de proteina.

3.11. Obtencao de sobrenadante de cultura de mondcitos

Para avaliagao da producdo de citocinas, os mondcitos, obtidos conforme
descrito no item 3.6, foram incubados a 37°C, em tensao de 5% de CO; por 18h,
na auséncia ou presenca de LPS ou de PGN em concentracéo de 1 pg/mL. O
sobrenadante obtido apdés 18h de cultivo foi aspirado, centrifugado a 600g e
distribuido em aliquotas, que foram conservadas a -80°C até o momento da

dosagem das citocinas TNF-a, IL-10 e IL-12, por ensaio imunoenzimatico
(ELISA).

3.12. Determinacgao das citocinas TNF-o, IL-10 e IL-12

Para quantificacdo das citocinas nos sobrenadantes de cultura de
mondcitos, tratados ou nado com LPS ou PGN foram empregado kits comerciais
especificos (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). As reagdes foram
desenvolvidas segundo as instru¢des do fabricante e descritas conforme a técnica
abaixo.

Placas de 96 orificios e fundo plano (MaxiSorp-Nunc Life Tech. Inc.,
Maryland, MA, USA) foram sensibilizadas por 18 h a 5°C com anticorpo monoclonal
anti-citocina especifica, diluido em PBS. Apds esse periodo, os orificios foram
lavados trés vezes com 300 uL de PBS, pH 7,2, contendo Tween 20 a 0,05%
(PBST). Para o bloqueio da placa foi adicionado, em cada orificio, 300 uL de PBS +
soro albumina bovina (BSA-Sigma) 1%, seguindo-se incubagdo a temperatura
ambiente por 60 min. A seguir, a placa foi lavada conforme descrito acima e 100 pL
dos sobrenadantes gerados e das citocinas recombinantes (R&D Systems) foram
adicionados aos orificios das placas. Apés 2 h de incubagdo a temperatura
ambiente e nova lavagem da placa, foi adicionado o anticorpo revelador policlonal
anti-citocina (R&D Systems), seguido de incubacdao por 2 h a temperatura
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ambiente. A placa foi lavada novamente com PBST e adicionados 100 pL de
estreptoavidina conjugada com peroxidase (R&D Systems), na concentracdo de
2 pg/mL por 20 min a 37°C, seguido pela lavagem da placa com PBST. Apds esse
periodo, foram adicionados 100 pL do substrato enzimatico, constituido por
solugbes estabilizadoras de perdéxido de hidrogénio e de tetrametilbenzidina
(DY999 — R&D Systems). As placas foram incubadas no escuro a temperatura
ambiente por 20 min e a reagao foi bloqueada pela adicdo de 50 pL de acido
sulfurico 2M. A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA (Multiskan EFLAB,
Helsinki, Finland) com comprimento de onda de 450 nm. As concentragcbes das
citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura dos monécitos, tratados ou nao
com LPS e PGN, foram calculadas a partir das curvas-padrao realizadas com as
diferentes citocinas recombinantes humanas. Nos ensaios, as concentragdes dos
anticorpos monoclonais e policlonais, bem como das citocinas recombinantes
especificas, utilizadas nas curvas-padrao, foram as recomendadas pelo fabricante
(R&D Systems). O limite de sensibilidade dos kits foi de 5,5 pg/mL para TNF-a, 3,9
pg/mL para IL-10, 15 pg/mL para IL-12p40 e 5pg/mL para IL-12p70.

3.13. Analise Estatistica

Os resultados referentes a expressdo dos receptores TLR2 e TLR4 e da
produgcdo de TNF-o, IL-10 e IL-12 por mondcitos de gestantes com PE e
gestantes normotensas foram analisados empregando-se analise de variancia
nao-paramétrica (teste de Kruskal-Wallis). Para todas as analises foi utilizado o
programa estatistico INSTAT, GraphPad, San Diego, CA, USA (2000), com nivel

de significancia de 5%.

4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos grupos estudados

As caracteristicas clinicas das gestantes normotensas e portadoras de PE
encontram-se na Tabela 1. Nao houve diferenca estatistica em relagcao a idade
materna entre os grupos estudados. Quando os grupos de gestantes
normotensas e com PE foram estratificados quanto a idade gestacional em < 34

semanas e = 34 semanas, ndao se observou diferenca estatistica entre os
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mesmos. Os valores da pressdo arterial sistdlica e diastélica foram
significativamente maiores nas gestantes portadoras de PE em relagcdo as
gestantes normotensas. Os niveis de proteinuria foram significativamente maiores
(p<0,01) no grupo de gestantes com PE precoce em comparagao aos demais

grupos.

Tabela 1. Caracteristicas das gestantes normotensas e portadoras de pré-eclampsia.

Normotensas Normotensas PE Precoce PE Tardia
Parametros (< 34sem) (2 34sem) (< 34sem) (2 34sem)
n=16 n=16 n=30 n=30
Idade 23 22 23 24
(anos) (17 — 42) (15 - 32) (14 — 43) (15 —43)
Idade
gestacional 29 37 31 37
(semanas) 54 _ 33) (34 — 40) (24 — 33) (34 — 42)
Pressao 105 100 160 * 150 *
arterial
sistolica (95 -110) (95 -110) (140 — 210) (140 — 210)
(mmHg)
Pressao 65 60 110 * 100 *
arterial
diastélica (60 —70) (60 —70) (90 — 140) (90 — 130)
(mmHg)
. 1970 ** 720
Proteinuria <300 <300
(320-39.600) (300-17.550)
(mg/24h)

Resultados expressos em mediana (valores minimo e maximo entre parénteses)
* (p<0,01) vs NT <34s e NT = 34s; ** (p<0,01) vs NT <34s, NT = 34s e PE tardia (teste de

Kruskal-Wallis).
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4.2. Expressao de TLR2 e TLR4 na superficie de monécitos

A expressao de TLR2 por mondcitos de gestantes portadoras de PE e de
gestantes normotensas (Figura 1A) foi semelhante entre os grupos estudados.
Nao se observou diferenca significativa entre os grupos tanto quando as células
foram cultivadas sem estimulo (expressao enddégena) quanto quando estimuladas
com LPS ou PGN.

A expressao basal de TLR4 foi significativamente maior em mondcitos de
gestantes portadoras de PE precoce e PE tardia, em comparagdo com os
respectivos grupos de gestantes normotensas, pareadas pela idade gestacional.
Entre as gestantes portadoras de PE a expressao de TLR4 foi mais elevada no
grupo com PE precoce. O estimulo das células com LPS e PGN né&o interferiu
com a expressao dos receptores TLR2 e TLR4 pelas células das gestantes com
PE. Porém, gestantes normotensas apresentaram aumento na expressao de

receptores TLR4 em mondcitos estimulados com LPS.
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Figura 1. Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da expressao de TLR2 e TLR4 por
mondcitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE) e gestantes normotensas (NT),
sem estimulo (Co) e apds estimulo com lipopolissacaride (LPS) ou peptidoglicano (PG)
por 18h. Os resultados foram expressos em mediana de 16 gestantes NT e 30 gestantes
PE em cada grupo.

0 (p <0,05) vs. PE=234s; * (p <0,05) vs. Co; + (p <0,05) vs. NT<34s; ° (p<0,05) vs. NT=34s
(Teste de Kruskal- Wallis).
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4.3. Determinacao de NF-kB em monécitos de gestantes portadoras de pré-
eclampsia e normotensas

Os mondcitos de gestantes com PE apresentaram maior ativagdo endogena
do fator de transcrigdo nuclear NF-kB quando comparados com os de gestantes
normotensas, de mesma idade gestacional (Figura 2). Comparando-se PE
precoce e PE tardia ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

Apos estimulo dos monécitos com LPS e PGN, os dois grupos de gestantes
normotensas mostraram aumento significativo nos valores de NF- kB quando
comparadas com as culturas controle, ndo estimuladas. Gestantes com PE
apresentaram menor ativagcdo de NF-kB quando comparadas com as culturas
controle. O grupo de PE precoce apresentou valores significativamente menores
quando os mondcitos foram estimulados com LPS e PGN em comparacédo as
gestantes normotensas com idade gestacional < 34 semanas. Porém, o grupo PE
tardia somente apresentou diferengca quando as células foram estimuladas com

LPS e comparadas com o grupo de normotensas com gestagao = 34 semanas.
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Figura 2. Concentracdo de NF-kB em extrato nuclear de monécitos em gestantes
normotensas (NT) e gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE). A ativagédo enddgena
(Co) e apds estimulo com lipopolissacaride (LPS) e peptidoglicano (PGN) foram
avaliados apés 30 min. Os resultados foram expressos em mediana de 16 gestantes NT
e 30 gestantes PE em cada grupo.

* (p <0,05) vs. Co; # (p <0,05) vs. NT<34s e NT=34s; + (p <0,01) vs. NT<34s; ° (p<0,05)
vs. NT=34s (Teste de Kruskal-Wallis).
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4.4. Producao de citocinas por monécitos de gestantes portadoras de pré-

eclampsia e normotensas
4.4.1. Producao de TNF-a e IL-10

Observou-se aumento significativo nos niveis de TNF-a produzidos por
monaocitos ndo estimulados em gestantes portadoras de PE precoce e tardia,
quando comparadas as gestantes normotensas, de mesma idade gestacional,
demonstrando a ativagdo enddgena dos monocitos em gestantes com PE
(Figura 3A). Comparando-se os grupos PE precoce e PE tardia ndo se observou
diferenca significativa.

Apos estimulo dos mondcitos com LPS e PGN os quatro grupos estudados
mostraram concentragdbes de TNF-a significativamente maiores quando
comparadas com as culturas controle, ndo estimuladas. Porém, os mondcitos do
grupo normotensas produziram niveis significativamente maiores da citocina
inflamatoria do que as células das gestantes portadoras de PE.

Gestantes normotensas apresentaram maior concentragdo endégena de
IL-10 (Figura 3B) do que as portadoras de PE. Entre as gestantes portadoras de
PE, a producéo de IL-10 foi significativamente maior no grupo PE tardia. Houve
producao significativamente maior de IL-10 nos quatro grupos estudados quando
as células foram estimuladas com LPS e PGN, em relacédo a produgcédo enddgena.
Apesar do aumento da produgdo da citocina pelas células apds estimulo, os
niveis foram significativamente menores nos grupos de gestantes com PE
precoce e tardia em comparagdo com os grupos de gestantes normotensas. O
estimulo com LPS induziu a produgao de niveis significativamente mais elevados

de IL-10 nas pacientes com PE tardia em relagao as com PE precoce.
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Figura 3. Concentragdo de TNF-a (A) e IL-10 (B) em sobrenadante de cultura de
mondcitos em gestantes normotensas (NT) e gestantes portadoras de pré-eclampsia
(PE). Os niveis de producao endégena (Co) e apds estimulo com lipopolissacaride (LPS)
e peptidoglicano (PGN) foram avaliados apds 18h. Os resultados foram expressos em
mediana de 16 gestantes NT e 30 gestantes PE em cada grupo.

0 (p <0,05) vs. PE=34s; * (p <0,05) vs. Co; # (p <0,05) vs. NT<34s e NT=34s; + (p <0,05)
vs. NT<34s; ° (p<0,05) vs. NT=34s (Teste de Kruskal-Wallis).
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4.4.2. Produgao de IL-12p40 e IL-12p70

Os niveis endogenos tanto de IL-12p40 quanto de IL-12p70 nas culturas de
mondcitos foram significativamente maiores nas gestantes portadoras de PE,
quando comparadas com o grupo de gestantes normotensas (Figura 4). Porém, o
grupo de PE precoce apresentou concentragdes significativamente mais elevadas
de IL-12p40 do que o grupo PE tardia, sugerindo um estado inflamatorio
exacerbado na PE precoce. O contrario foi observado com a IL-12p70, onde o
grupo de PE tardia apresentou maior concentragdo do que o grupo de PE
precoce.

Quando os mondcitos foram estimulados com LPS e PGN observou-se
aumento significativo na producéao tanto de IL-12p40 como de IL-12p70 nos dois
grupos de gestantes normotensas em relagao as culturas controle. Nas gestantes
com PE precoce ndo houve aumento da producédo de IL-12p40 apds os dois
estimulos, em comparagado com a produgao endogena (Figura 4A). Na PE tardia
ambos os estimulos induziram a produg¢ao de maior concentracéo de IL-12p40 em
comparagao aos valores enddgenos. Os valores elevados dessa citocina nos
grupos com PE permaneceram significativamente maiores em relagédo ao grupo
de gestantes normotensas de mesma idade gestacional.

A analise da producao de IL-12p70 (Figura 4B) mostra que o estimulo dos
mondcitos com LPS e PGN induziu a produgcdo de concentragdes
significativamente maiores do que nas culturas controle em todos os grupos
estudados, com excegao do grupo PE tardia. Nesse grupo, os valores enddgenos,
assim como os estimulados foram significativamente maiores do que os obtidos
no grupo de gestantes normotensas. Semelhante aos resultados obtidos na
determinacao de IL-12p40, os valores de IL-12p70 foram significativamente
maiores em ambos os grupos de PE, precoce e tardia, em comparagdo aos de

gestantes normotensas.
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Figura 4. Concentracao de IL-12p40 (A) e IL-12p70 (B) em sobrenadante de cultura de
mondcitos em gestantes normotensas (NT) e gestantes portadoras de pré-eclampsia
(PE). Os niveis de produgao endégena (Co) e apds estimulo com lipopolissacaride (LPS)
e peptidoglicano (PGN) foram avaliados apds 18h. Os resultados foram expressos em
mediana de 16 gestantes NT e 30 gestantes PE em cada grupo.

0 (p <0,05) vs. PE=34s; * (p <0,05) vs. Co; + (p <0,05) vs. NT<34s; ° (p<0,05) vs. NT=34s
(Teste de Kruskal-Wallis).
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho demonstramos que mondcitos do sangue periférico
de gestantes portadoras de PE estdo ativados endogenamente, com maior
expressao de receptores TLR4, ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB e
produgdo aumentada de citocinas pro-inflamatorias. Esses resultados confirmam
evidéncias anteriores da ativacido exacerbada de leucdcitos circulantes nessas
pacientes (Gervasi et al., 2001; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al., 2011; Giorgi
et al., 2012) e mostram que o estado inflamatério sistémico € mais intenso na PE
precoce.

A maior expressado de TLR4 por mondcitos de gestantes pré-eclampticas,
confirma os resultados de outros autores que relataram aumento da expressao de
TLR2 e TLR4 em neutrofilos do sangue periférico (Xie et al., 2010), de TLR4 em
placentas de gestantes portadoras de PE (Kim et al., 2005) e de TLR4 em células
mononucleares de sangue de cordao umbilical de recém-nascidos de gestantes
pré-eclampticas, em comparagdao com gestantes normotensas (Xia et al., 2010).
Segundo Kim et al. (2005), a co-localizacdo de TLR4 e TNF-a em células
trofoblasticas do leito placentario, em pacientes com PE, sugere que a ativagao
dessas células na interface materno-fetal pode induzir um ambiente de citocinas
desfavoravel a gestagéo, podendo ser este um novo mecanismo que desencadeia
a ativacao do sistema imune inato na PE.

Observou-se também diferencga significativa entre os grupos de PE precoce
e tardia, com maior expressdo de TLR4 por gestantes do grupo PE precoce.
Considerando que a PE precoce esta associada com maior comprometimento
placentario (Moldenhauer et al., 2003; van der Merwe et al., 2010; Ogge et al.,
2011) do que a PE tardia, é possivel que fatores liberados pelo tecido lesado
estejam presentes no sangue, sendo capazes de se ligar ao TLR, aumentando
assim sua expressao nessas pacientes.

Produtos inflamatérios gerados endogenamente e liberados durante leséao
tecidual, denominados “sinais de perigo” ou alarminas s&o reconhecidos por
receptores TLR levando a ativagao celular (Matzinger, 2002; Kim et al., 2005;
Sado et al.,, 2011). Estes produtos incluem moléculas como reativos
intermediarios do oxigénio (Frantz et al., 2001), proteinas liberadas de células
mortas (Park et al., 2004) e produtos liberados da matriz extracelular, como
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fibronectina (Okamura et al., 2001). Assim, os TLRs podem detectar, em certas
circunstancias, moléculas derivadas do hospedeiro e agentes n&o infecciosos (Xie
et al., 2010a). Proteinas de choque térmico (Hsps) sao consideradas “sinais de
perigo” e podem ativar o sistema imune em locais de leséo tecidual ou estresse,
onde sao liberadas extracelularmente (Chen et al., 1999; Williams & Ireland,
2008). Essas proteinas podem ser ligantes endégenos de TLR2 e TLR4 (Vabulas
et al., 2002; Asea et al., 2002) e ativam a via do fator de transcrigao nuclear (NF-
KB) apods ligagcao a TLR2 e TLR4, induzindo a produgao de citocinas inflamatorias
e peptideos anti-microbianos (Xie et al., 2010a). Peracoli et al. (2012) detectaram
concentragéo sérica elevada de Hsp70 em gestantes portadoras de PE precoce,
sendo a mesma significativamente maior do que a obtida em gestantes
portadoras de PE tardia. Portanto, varios produtos endoégenos presentes na
circulacdo materna de gestantes pré-eclampticas, entre eles a Hsp70, poderiam
agir como sinais de perigo, causando maior expressdao de TLR4 nas gestantes
com PE precoce.

Observamos que a maior ativagao enddégena de NF-kB, detectada nos dois
grupos de gestantes com PE, esteve associada a maior produgdo de citocinas
inflamatorias por mondcitos dessas pacientes em comparagdo com as gestantes
normotensas. A produgdo enddgena elevada de TNF-a em gestantes com PE,
observada no presente trabalho, esta de acordo com a literatura (Beckmann et al.,
2004; Peracoli et al., 2007; 2011) e sugere que os efeitos deletérios das altas
concentracdes circulantes do TNF-a podem estar associados as manifestagdes
mais graves da PE e ao estresse oxidativo, presente nessa doenca. O NF-kB
regula a transcrigdo dos genes relacionados a inflamacao (Matsusaka et al., 1993;
Striz et al., 2011) e o TNF-a, por sua vez, age estimulando a ativagdo do NF-kB,
mantendo um ciclo de ativagao celular (Vallabhapurapu & Karin, 2009).

Na produgédo de IL-12 por mondcitos de gestantes normotensas e de
portadoras de PE foi avaliada a IL-12p70, considerada IL-12 biologicamente ativa
e constituida por duas subunidades, os heterodimeros p40 e p35, além de IL-
12p40, que representa o mondmero p40, produzido em maior concentragao que a
IL-12p70. A IL-12 é liberada a partir de células apresentadoras de antigeno
ativadas, incluindo células dendriticas, monécitos, macrofagos, células B e

neutréfilos e atua aumentando a ativagao de células T. Embora a forma p35 seja
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amplamente expressa em células, é secretada apenas em combinagdo com a
subunidade p40 (Rea et al., 2000).

Os resultados do presente trabalho mostram niveis enddgenos
significativamente maiores tanto de IL-12p40 quanto de IL-12p70 nas culturas de
monaocitos de gestantes portadoras de PE, quando comparadas com o grupo de
normotensas. Porém, o grupo de PE precoce apresentou concentragdes
significativamente maiores de IL-12p40 do que o grupo PE tardia, sugerindo uma
exacerbacdo do estado inflamatério na PE precoce. O contrario foi observado
com a IL-12p70, onde o grupo de PE tardia apresentou maiores concentragdes
que o grupo de PE precoce. A comparagao entre os niveis de IL-12 no grupo de
gestantes com PE sugere que a alta produgdo endogena de IL-12p40 pode estar
regulando negativamente a producgao de IL-12p70. Estudos avaliando niveis de
IL-12 no soro, plasma e sobrenadante celular de gestantes portadoras de PE
mostram resultados conflitantes na literatura (Sacks et al., 1997; Daniel et al.,
1998; van Nieuwenhoven et al., 2008). Nossos resultados concordam com os de
Sakai et al. (2002), que demonstraram ser a concentracao de IL-12, secretada por
células mononucleares de pacientes com PE, significativamente maior que a de
gestantes normais e mulheres ndo-gravidas.

A producédo de IL-12p40 por mondcitos, encontrada no presente trabalho,
concorda com relatos da literatura, mostrando que essa forma monomeérica da IL-
12 é produzida em altas concentracbes em comparagcdo com a IL-12p70
biologicamente ativa (Watford et al., 2003). A subunidade p40 liga-se a fatores de
transcricdo como NF-kB, regulando a ativagao da célula e a produgao de outras
citocinas inflamatoérias (Gri et al., 1998). Esses resultados falam a favor da
hipétese de que essa citocina inflamatdria seja produzida principalmente por
células da imunidade inata, que se encontram ativadas na gestagdo normal e em
maior grau na PE (Faas & Schuiling, 2001; Brewster et al., 2008).

Gestantes normotensas apresentaram maiores concentracbes endoégenas
de IL-10 em relacdo as portadoras de PE. Essa maior producédo de IL-10 nas
gestantes normais sugere a predominancia de um perfil Th2 anti-inflamatério de
resposta nessas mulheres, proprio da gestagdo, havendo predominio de IL-10
sobre TNF-a para minimizar os efeitos deletérios de uma resposta inflamatoéria
excessiva. Na PE esse balan¢o encontra-se alterado com aumento de TNF-a e
diminuicdo de IL-10 (Marzi et al, 1996; Cristéfalo et al., 2013). No presente
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estudo, a maior produgdo de IL-10 por mondcitos de gestantes normotensas
corrobora os achados da literatura, que relatam maior producdo em gestantes
normotensas e queda da produgao dessa citocina nas gestantes com PE (Azizieh
et al., 2005; Boreckci et al.,, 2007). Entre as gestantes pré-eclampticas
observaram-se maiores concentragoes de IL-10 na PE tardia.

A IL-10 exerce potente efeito anti-inflamatorio, considerado importante na
manutencdo da gestacao (Chaouat et al., 1995; Hanna et al., 2000) e é
responsavel por suprimir a produgao de citocinas inflamatérias por mondécitos
ativados, além de ser importante para a manutengdo da gestacédo através da
maturagdo de corpos luteos (Hashii et al, 1998; Sharma et al, 2007). A fungao da
IL-10 inclui ndo apenas a atividade imunomodulatéria, mas também o papel
protetor da hipertensdo ou da disfungdo vascular induzida pela inflamagao
(Kalkunte et al., 2011). Tinsley et al. (2010) avaliaram o papel da IL-10 sobre a
funcdo endotelial e pressdo arterial em modelo experimental, demonstrando a
capacidade desta interleucina em normalizar a funcdo endotelial e diminuir a
pressao sanguinea sistolica.

Apo6s estimulo dos monécitos com LPS e PGN, os quatro grupos estudados
mostraram concentracbes de TNF-a significativamente maiores quando
comparadas com as culturas controle, ndo estimuladas. Porém, os mondécitos dos
dois grupos de gestantes pré-eclampticas produziram niveis significativamente
menores da citocina inflamatéria em comparagéo as gestantes normotensas. Nas
gestantes com PE precoce e tardia, tanto a produ¢do de TNF-a quanto ativagéo
da NF-kB foram significativamente menores nas gestantes pré-eclampticas
quando os mondcitos foram estimulados com LPS. Esses resultados concordam
com os de Giorgi et al. (2012), que verificaram associagao entre menor producao
de TNF-o e IL-1B e ativacdo de NF-kB por células mononucleares de gestantes
portadoras de PE apds estimulo com LPS. Considerando que o NF-kB esta
envolvido na producdo de TNF-a, nossos resultados corroboram a ideia de
exaustdo das células in vivo de mulheres com PE, sugerida por Beckmann et al.
(2004).

A possivel tolerancia ao LPS em gestantes com PE, com menor producao
de TNF-a foi descrita por outros autores (Beckmann et al., 2004), sugerindo que a

pré-ativacdo enddgena e exaustdo dos leucocitos, expressas pela liberagcao
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espontanea elevada de TNF-a, poderia determinar a menor resposta ou tolerancia
ao LPS (Aneja et al., 2008). Assim, a tolerancia induz um estado transitorio de
supressao celular, com producdo diminuida de citocinas proé-inflamatérias em
resposta ao LPS (Virca et al., 1989).

Os resultados do presente trabalho permitem sugerir que a ativagao prévia
das células, com maior ativagdo do NF-kB e producdo enddgena elevada de TNF-
o e IL-12, sejam responsaveis pela tolerancia aos agonistas dos receptores TLR,
quando as células sao estimuladas in vitro com LPS e PGN. Além disso, outras
proteinas intracelulares, como a proteina de choque térmico Hsp70, quando
presente no compartimento extracelular pode induzir a tolerancia ao LPS (Aneja
et al., 2006). Mazouni et al. (2008) avaliaram na PE a produgédo de TNF-a e IL-10
por mondcitos estimulados com PGN e LPS, ligantes de TLR2 e TLR4
respectivamente e observaram que a producdgo de TNF-o estava
significativamente diminuida na PE, enquanto a de IL-10 nado se alterou.

Apos estimulo com LPS e PGN, observou-se aumento significativo na
producao de IL-12p40 e de IL-12p70 nos dois grupos de gestantes normotensas
em relacao a cultura controle. Nas gestantes com PE precoce e tardia ndo houve
aumento da producado de IL-12p40 e IL-12p70 apds os dois estimulos,
respectivamente, em comparagdo com a producdo endogena. Esses resultados
sugerem a menor capacidade de produgao da citocina induzida por LPS e PGN.

No presente estudo houve producao significativamente maior de IL-10 nos
quatro grupos estudados quando as células foram estimuladas com LPS e PGN,
em relagdo a producdo enddgena. Apesar do aumento da produgdo da citocina
pelas células apods estimulos, os niveis foram significativamente menores nos dois
grupos de gestantes com PE precoce e tardia, em comparagao com os grupos de
gestantes normotensas. A menor producgao de IL-10, por células mononucleares
do sangue periférico ndo estimuladas ou ativadas por mitdégenos, também foi
observada por outros autores na PE (Darmochwal-Kolarz et al., 2002; Orange et
al., 2003; Azizieh et al., 2005). Assim, o aumento da resposta inflamatéria na PE,
com maior producdo de TNF e IL-12, pode ser consequente a diminuicdo dos
niveis de IL-10, uma vez que essa citocina regula a produgdo de citocinas

inflamatoérias por mondcitos, como TNF-q, (Niho et al., 1998).
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Os resultados do presente trabalho sugerem que tanto a produgao
endégena como estimulada por LPS e PGN de TNF-a, IL-10 e IL-12 por
monocitos de gestantes portadoras de PE e de gestantes normotensas, pode ser
dependente da ativacdo do NF-kB, apds interagdo desses componentes com
TLR4 e TLR2. Comparando gestantes portadoras de PE precoce e tardia, a maior
expressao de TLR4 e, a producdo de IL-10 e IL-12 por mondécitos diferenciaram
essas duas formas de manifestacdo da PE. Por outro lado, a comparagao entre
gestantes normotensas e pré-eclampticas mostra o desequilibrio na producéo de
citocinas por mondcitos do sangue periférico, nas gestantes com PE. Esse
desequilibrio, representado por niveis enddgenos elevados de TNF-a e IL-12 e
diminuidos de IL-10, associados a menor capacidade de ativagao dessas células
apo6s estimulo com LPS e PGN sugere o comprometimento funcional dessas
células na PE.

Portanto, novos estudos dever&o ser realizados no sentido de esclarecer
se esses disturbios imunes podem representar causa ou consequéncia da PE e

seu envolvimento na fisiopatologia dessa doenga gestacional.
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RESUMO

Introdugdo e objetivos: A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome
especifica da gestagao clinicamente identificada por hipertensdo e proteinuria a
partir da 20 semana de gestagdo. Na PE ocorre uma resposta inflamatoria
sistémica, envolvendo células, produtos do estresse oxidativo e citocinas
responsaveis pela manutencdo de um ambiente pré-inflamatério, de maior
intensidade do que o observado na gestagcdo normal. Componentes celulares
presentes no plasma, derivados de proteinas, polissacarideos e lipideos tem sido
descritos como importantes moduladores da resposta inflamatéria. Formas
soluveis desses componentes, tais como histonas e gelsolina podem inibir a
producao de citocinas inflamatérias induzida por lipopolissacaride (LPS) e outros
fatores enddgenos liberados por células mortas. Este trabalho teve como objetivo
avaliar e comparar os niveis plasmaticos de indutor de metaloproteinase da matriz
extracelular (EMMPRIN), hialuronan, histona 2B (H2B), visfatina e gelsolina em
gestantes normotensas e em portadoras de PE. Métodos: Foram estudadas 52
gestantes portadoras de PE e 40 gestantes normotensas, pareadas pela idade
gestacional. A concentragdo desses biomarcadores foi determinada no plasma
dessas gestantes por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados foram
analisados por testes ndo paramétricos, com nivel de significancia de 5%.
Resultados: Os resultados mostraram valores significativamente aumentados de
EMMPRIN, visfatina e hialuronan no plasma de gestantes pré-eclampticas em
comparagao com as gestantes normotensas. Quando as gestantes portadoras de
PE foram estratificadas em PE leve e grave, verificou-se que os niveis da visfatina
foram significativamente mais elevados nas gestantes com PE leve em
comparagao as normotensas, enquanto a concentracdo de hialuronan foi mais
elevada na PE grave do que nas gestantes com PE leve. Por outro lado, os niveis
plasmaticos de gelsolina foram mais elevados em gestantes normotensas do que
nas portadoras de PE. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
estudados em relagdo a histona H2B. Conclusao: Em conjunto, os resultados
do presente trabalho apontam para o papel desses biomarcadores celulares na

modulagao da resposta inflamatoéria observada na PE.

Palavras chave: pré-eclampsia, EMMPRIN, visfatina, hialuronan, histona H2B e

gelsolina.
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ABSTRACT

Introduction and objectives: Preeclampsia (PE) is a specific syndrome of
pregnancy clinically identified by hypertension and proteinuria from the 20" week
of gestation. PE occurs in a systemic inflammatory response involving cells,
products of oxidative stress and cytokines responsible for maintaining a pro-
inflammatory environment of higher intensity than that observed in normal
pregnancy. Cellular components present in plasma derived from proteins,
polysaccharides and lipids have been described as important modulators of the
inflammatory response. Soluble forms of these components, such as histones and
gelsolin can inhibit the production of inflammatory cytokines induced by
lipopolysaccharide (LPS) and other endogenous factors released by dead cells.
This study aimed to evaluate and compare the plasma levels of metalloproteinase
inducer of extracellular matrix (EMMPRIN), visfatin, hyaluronan, histone 2B (H2B)
and gelsolin in normotensive pregnant women and in patients with PE. Methods:
We studied 52 pregnant women with PE and 40 normotensive pregnant women
paired by gestational age. The concentration of biomarkers was determined in
plasma of the both groups of pregnant women by enzyme immunoassay (ELISA).
The results were analyzed by nonparametric tests, with a significance level of 5%.
Results: Results showed significantly increased levels of EMMPRIN, visfatin and
hyaluronan in the plasma of preeclamptic pregnant women compared to
normotensive pregnant women. Preeclamptic women classification in mild and
severe PE showed significantly higher levels of visfatin in women with mild PE
compared with normotensive pregnant women, whereas hialuronan concentration
was higher in severe PE than in mild PE. On the other hand, plasma levels of
gelsolin were higher in NT pregnant women than in pregnant women with PE.
There was no significant difference between groups in relation to histone H2B.
Conclusion: Taken together, the results of the present study point to the role of
these cell biomarkers in the cellular modulation of the systemic inflammatory

response observed in PE.

Keywords: preeclampsia, EMMPRIN, visfatin, hyaluronan, histone H2B and
gelsolin.
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1. INTRODUGAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da gravidez humana que
incide entre 3% e 8% das gestagdes (Carty et al., 2010; Uzan et al, 2011). E uma
doenca sistémica, caracterizada por multiplas alteragdes no organismo materno
(Wegmann et al., 1993) e clinicamente identificada pela manifestagdo, na segunda
metade da gestacdo, de hipertensdo arterial e proteindria (Rein et al., 2003;
Paternoster et al., 2004). A PE é classificada em leve e grave, de acordo com
manifestagdes clinicas e laboratoriais apresentadas pelas gestantes (ACOG,
2002).

Embora a PE seja uma doenca ainda sem etiologia claramente definida, a
literatura sugere a interagdo de varios mecanismos na caracterizagao
multissistémica da doenga, tais como: placentagao inadequada (Pijnenborg et al.,
1983), disfuncdo endotelial (Khan et al., 2005), ma adaptagdo imunologica
(Dekker & Sibai, 1999), estresse oxidativo (Gupta et al., 2005; Redman & Sargent,
2000; 2005) e resposta inflamatéria excessiva (Redman & Sargent, 2003).

Assim, a PE resultaria da ativacdo exacerbada da resposta inflamatéria
materna, que inclui ativagdo de células inflamatérias, como mondécitos e
granulécitos, bem como células endoteliais, que sao parte do sistema inflamatério
(Schuiling et al., 1997; Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 2006). E
caracterizada por produgédo excessiva de citocinas pro-inflamatoérias (Johnson et
al., 2002; Redman & Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al., 2007) e
quimiocinas (Visser al., 2007), bem como por alteragdes na producao de citocinas
reguladoras, como interleucina-10 (IL-10) e fator transformador do crescimento
beta (TGF-B) (Pestka et al., 2004; Visser et al., 2007; Peracoli et al., 2008). Além
disso, a PE compartilha também caracteristicas da sindrome metabdlica, incluindo
resisténcia a insulina e obesidade (Sibai et al., 2005; Fasshauer et al., 2008).

As adipocinas desempenham importantes papéis no metabolismo. Entre
elas, a visfatina, também conhecida como fator de estimulagdo de coldnias de
células pré-p (PBEF), é secretada principalmente pelo tecido adiposo visceral e
pode atuar no desenvolvimento da obesidade associada a resisténcia a insulina
(Fukuhara et al., 2005; Fasshauer et al., 2008). Em concentragdo dose-

dependente, regula a produgao de citocinas proé-inflamatérias, como IL-1B, IL-6 e
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fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por mondcitos humanos (Moschen et al.,
2007).

Componentes celulares presentes no plasma, derivados de proteinas,
polissacarideos e lipideos, bem como produtos da matriz extracelular sao
considerados importantes moduladores da resposta inflamatoria. O indutor de
metaloproteinase da matriz extracelular (EMMPRIN), também conhecido como
CD147, é uma proteina de membrana que se expressa em diferentes tipos
celulares como células endoteliais e macrofagos. Possui diversas fungdes
fisiologicas e se liga a uma grande variedade de moléculas, regulando o
remodelamento de tecidos e a espermatogénese (Huet et al., 2008). A interagao
Ciclofilina A - EMMPRIN é uma das principais vias de sinalizagcado pro-inflamatéria
em monocitos, especialmente na resposta a estimulagdo por espécies reativas do
oxigénio (ROS) (Yuan et al., 2010).

Segundo a literatura, as histonas, identificadas como proteinas nucleares
que se associam com o DNA, estdo presentes no citoplasma e no fluido
extracelular, onde atuam como agentes antimicrobianos, principalmente a histona
H2B (Kawasaki & Iwamuro, 2008; Witkin et al., 2010). Kim et al. (2002)
demonstraram em membrana amnidtica que as histonas H2A e H2B se ligam ao
LPS bloqueando seus efeitos bioldgicos. A H2B pode ser encontrada na superficie
de mondcitos e macrofagos (Holers & Kotzin, 1985), atuando como importante
receptor para plasminogénio (Das et al., 2007) e exercendo fungdo quimiotaticas
para células inflamatérias (Ploplis et al., 1998). Nao existem evidéncias de que
infeccbes estejam envolvidas na etiologia da PE, embora baixas doses de LPS
administradas a ratas durante a prenhez induzem PE experimental (Faas et al.,
1994). Nesse sentido, a diminuicdo de fatores plasmaticos capazes de inibir o LPS
pode influenciar na fisiopatologia da PE.

Células do sistema imune inato expressam receptores conhecidos como
receptores de reconhecimento de padrao (PRRs) considerados componentes
centrais do sistema imune inato e que estao envolvidos na resposta inflamatéria de
mondcitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al., 2008). Entre os varios PRRs a principal
familia € a dos receptores semelhantes ao Toll (TLRs), que reconhecem e ligam
moléculas presentes na superficie de patdogenos conhecidas como padrbes
moleculares associados a patéogenos (PAMPs) (Koga & Mor, 2008), e contribuem

para a defesa do hospedeiro contra infecgdes. Esses receptores também ligam
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produtos enddgenos de células do organismo, denominados “sinais de perigo”, que
sdo liberados durante lesédo tecidual (Matzinger, 2002; Kim et al., 2005). Entre
estes produtos sao identificados como moléculas tais como, reativos intermediarios
do oxigénio (Frantz et al., 2001), proteinas liberadas de células mortas (Park et al.,
2004) e produtos liberados da matriz extracelular, como fibronectina (Okamura et
al., 2001).

O acido hialurénico ou hialuronan € um glicosaminoglicano da matriz
extracelular que, em ambientes inflamatérios sofre rapida degradagao, resultando
no acumulo de fragmentos com baixo peso molecular (Fraser et al., 1997; Campo
et al.,, 2010). Esses fragmentos ativam a resposta pro-inflamatéria via TLR2 e
TLR4, agindo como ‘“sinais de perigo”, enquanto o Hialuronan de alto peso
molecular gera resposta anti-inflamatoria (Taylor et al., 2004; Scheibner et al.,
2006; Stern et al., 2006).

A ativagdo de TLR, especialmente apds ligacdo do complexo TLR4 com o
LPS, resulta na ativagao de células através da via de sinalizagao intracelular do
fator NF-kB (Lu et al., 2008), causando a translocacédo da subunidade p65 do NF-
KB para o nucleo, que resulta em producao de citocinas inflamatérias como TNF-a
e IL-1 (Chow et al., 1999). O EMMPRIN também estimula a produc&o de citocinas
inflamatodrias através da via de ativagao do NF-kB (Reddy et al., 2010).

A Gelsolina é uma proteina encontrada tanto no plasma como no
citoplasma celular (Sun et al.,, 1999) e esta diretamente envolvida na quebra e
remogao rapida de filamentos de actina liberados na corrente sanguinea por
células mortas (Lee & Galbraith, 1992; Pedadda et al. 2012). E capaz de interagir
com diversas moléculas pré-inflamatérias e bioativas como acido lisofosfatidico,
fator ativador de plaquetas e fibronectina, que atuam como mediadores de varias
funcdes fisiologicas (Lind & Janmey 1984; Osborn et al. 2007). Essa proteina
também se liga fortemente a LPS e acido lipoteicdico, comprometendo a
capacidade dessas moléculas em mediar a resposta imune inata e inibindo a
atividade de despolimerizagao de filamentos de actina (Bucki et al., 2005; 2008).

Na PE nao ha estudos, até o momento, envolvendo a participagcdo da
gelsolina na reposta inflamatdria sistémica observada nessa patologia
gestacional. Assim, a determinacao dessa proteina no plasma de gestantes com
PE podera contribuir para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na

modulacao da resposta imune dessa doenca.

58



Ha anos, investigam-se possiveis marcadores biofisicos e bioquimicos com
objetivo de melhorar a compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos
na PE (Baumann et al., 2007; Grill et al., 2009). Assim, a busca por biomarcadores
sanguineos ou urinarios, capazes de predizer o desenvolvimento ou auxiliar na

detecgédo precoce da PE torna-se de extrema importancia (Grill et al., 2009).

2. OBJETIVOS

Determinar os niveis plasmaticos de EMMPRIN, visfatina, hialuronan,
histona 2B e gelsolina em gestantes portadoras de pré-eclampsia, comparando-os

com os de gestantes normotensas.

3. SUJEITOS E METODOS

3.1.Sujeitos

Foram estudadas 52 gestantes portadoras de PE e 40 gestantes
normotensas, que receberam assisténcia médica na maternidade do Hospital das
Clinicas da Weill Cornell Medical College, New York, USA.

A idade gestacional dos grupos estudados foi estabelecida pela data da
ultima menstruagao e/ou por exame ultrassonografico precoce (<20 semanas de
gestacéo).

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem
antecedente, manifestaram hipertensado arterial (=140/90mmHg) associada a
proteinuria (> 300mg em urina coletada durante 24 horas), apds a 20 semana de
gestacdo (NHBPEP, 2000).

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram previamente informadas
quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Weill Cornell Medical College, New York, USA.

3.2. Critérios de inclusao

Gestantes: ter gestagao unica e idade gestacional entre 24 e 40 semanas.
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3.3. Critérios de exclusao

Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com exceg¢ao de
pré-eclampsia (hipertensdo arterial crénica, diabetes, cardiopatias, doengas
renais, doengas infecciosas, soro positividade para HIV e ma-formacéo fetal), ser
usuaria de drogas e/ou alcool ou nao ter a gestagao resolvida no Hospital das
Clinicas da Weill Cornell Medical College, New York, USA.

3.4. Colheita de sangue

No momento do diagnéstico da PE foram coletados 10 mL de sangue por
puncdo venosa. A amostra de sangue de gestantes normotensas foi coletada no
momento em que foram pareadas pela idade gestacional com as gestantes pré-

eclampticas.

3.5. Determinagcao EMMPRIN, visfatina e hialuronan

Para quantificacdo plasmatica dos biomarcadores celulares EMMPRIN,
visfatina e hialuronan empregaram-se kits comerciais especificos (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). As reagdes foram desenvolvidas segundo as instrugdes
do fabricante e descritas conforme a técnica abaixo.

Placas de 96 orificios e fundo plano (MaxiSorp-Nunc Life Tech. Inc.,
Maryland, MA, USA) foram sensibilizadas por 18 h a 5°C com anticorpo monoclonal
especifico anti-EMMPRIN, anti-visfatina e anti-hialuronan, diluidos em solucao
salina tamponada com fosfatos, pH 7,2 (PBS). Apds esse periodo os orificios foram
lavados trés vezes com 300 uL de PBS, contendo Tween 20 a 0,05% (PBST). Para
o bloqueio da placa foi adicionado, em cada orificio, 300 yL de PBS + soro
albumina bovina (BSA-Sigma) 1%, seguindo-se incubagao a temperatura ambiente
por 60 min. A seguir, a placa foi lavada conforme descrito anteriormente e 100 uL
dos plasmas das gestantes e dos biomarcadores padrao (EMMPRIN, visfatina e
hialuronan) foram adicionados aos orificios das placas. Apdés 2 h de incubagao a
temperatura ambiente e nova lavagem da placa adicionou-se o anticorpo revelador
policlonal anti-EMMPRIN, anti-visfatina e anti-hialuronan marcados com biotina,
seguindo-se de incubacgédo por 2 h a temperatura ambiente. A placa foi lavada

novamente com PBST e adicionados 100 pyL de estreptoavidina conjugada com
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peroxidase, na concentragao de 2 ug/mL por 20 min a 37°C, seguido pela lavagem
da placa com PBST. Apds esse periodo, foram adicionados 100 pL do substrato
enzimatico, constituido por solugdes estabilizadoras de perdxido de hidrogénio e de
tetrametilbenzidina (DY999, R&D Systems). As placas foram incubadas no escuro
a temperatura ambiente por 20 min e a reacao foi bloqueada pela adicédo de 50 uL
de acido sulfurico 2M. A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA (Multiskan
EFLAB, Helsinki, Finland) com comprimento de onda de 450 nm. As concentragdes
dos biomarcadores presentes no plasma das gestantes normotensas e pré-
eclamticas foram calculadas a partir das curvas-padrdo realizadas com os
diferentes biomarcadores. Nos ensaios, as concentracbes dos anticorpos
monoclonais e policlonais, bem como dos biomarcadores especificos, utilizados

nas curvas-padrao, foram aquelas recomendadas pelo fabricante.

3.6. Determinacgao de gelsolina e histona H2B

As concentragcbes dos biomarcadores celulares gelsolina e histona H2B
foram determinadas pela sua ligagdo com LPS por ELISA, conforme técnica
descrita abaixo.

Placas de 96 orificios e fundo plano (MaxiSorp-Nunc Life Tech. Inc.,
Maryland, MA, USA) foram sensibilizadas por 18 h a 5°C com 100 pL em
concentracao de 30 pL/mL de LPS de Escherichia coli (Sigma, St. Louis, MO), em
solugdo tampao de carbonato de sodio, pH 10. Apds esse periodo os orificios
foram lavados trés vezes com 300 uL de PBS, pH 7,2, contendo Tween 20 a 0,05%
(PBST). A seguir 100 pL dos plasmas diluidos 1:4 em PBST e dos biomarcadores
padrdo gelsolina e histona H2B foram adicionados aos orificios das placas. Apos
60 min de incubagdo a temperatura ambiente e nova lavagem da placa, foi
adicionado o anticorpo monoclonal anti-gelsolina ou anti-histona H2B, diluido em
PBST, seguido de incubagdo por 60 min a temperatura ambiente. A placa foi
lavada novamente com PBST e adicionados 100 uL de anticorpo policlonal de
coelho anti-lgG de camundongo conjugada com peroxidase (diluido 1:500 em
PBST) (KPL Laboratories, Gaithersburg, MD), por 60 min em temperatura
ambiente, seguido pela lavagem da placa com PBST. Apds esse periodo foram
adicionados 100 pL do substrato enzimatico, constituido por solugdes

estabilizadoras de perdxido de hidrogénio e de tetrametilbenzidina (DY999, R&D
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Systems). As placas foram incubadas no escuro a temperatura ambiente por 30
min e a reacgao foi bloqueada pela adicdo de 100 pyL de acido sulfurico 2 M. A
leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA com comprimento de onda de
450nm.

3.7. Analise Estatistica

Os resultados obtidos pela determinagcdo dos biomarcadores celulares no
plasma de gestantes com PE e gestantes normotensas foram avaliados
empregando-se analise de variancia ndo-paramétrica (teste de Kruskal-Wallis ou
teste U de Mann-Whitney). Para todas as analises foi utilizado o programa
estatistico INSTAT, GraphPad, San Diego, CA, USA (2000), com nivel de

significancia de 5%.

4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos grupos estudados

Na Tabela 1 observam-se as caracteristicas clinicas das gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE) e gestantes normotensas. Nao houve diferenca
estatistica entre idade materna e idade gestacional entre os grupos avaliados. As
pressdes arteriais, sistélica e diastdlica, foram significativamente maiores nos
grupos de gestantes com PE em comparagdo as normotensas, € no grupo de
gestantes com PE grave quando comparado com o grupo de gestantes com PE
leve. Entre os grupos de gestantes pré-eclampticas o valor da proteinuria foram

significativamente maior na PE grave.
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Tabela 1. Caracteristicas das gestantes normotensas e portadoras de pré-eclampsia.

Parimetros Normotensas Pré-eclampsia PE Leve PE Grave
(PE)

Idade materna 30 33 33 36
(anos) (20 - 42) (24 — 42) (24 - 42) (24 —42)
Idade 36 37 38 36

gestacional
(semanas) (25 — 41) (24 — 40) (31 — 40) (24 - 38)
Pressao
arterial 119 157 * 150 * 170 * *
sistolica (102 — 136) (132 — 189) (132 - 168) (146 — 189)
(mmHg)
Pressao
arterial 70 100 * 96 * 105 * *
diastolica (59 — 85) (77 —133) (81-110) (91-133)
(mmHg)
Proteinuria <300 730 570 1180 @
(mg/24h) (300 -3.320) (300 — 1150) (333 — 3320)

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

* (p < 0,001) vs gestantes normotensas; # (p<0,001) vs gestantes com PE Leve; @ (p<0,05) vs
gestante com PE Leve (teste de Kruskal-Wallis).

4.2. Concentragado de biomarcadores celulares no plasma de gestantes

normotensas e gestantes com PE

Na Tabela 2 estdo representadas as concentragdes plasmaticas dos

biomarcadores EMMPRIN, visfatina, hialuronan e histona H2B.

EMMPRIN, visfatina e hialuronan apresentaram niveis significativamente
maiores no plasma de gestantes portadoras de pré-eclampsia quando
comparadas com gestantes normotensas. Nao houve diferenga significativa entre
os grupos estudados com relagdo a histona H2B. A analise de correlagao entre

esses parametros mostrou correlagdo positiva entre os valores de EMMPRIN e
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visfatina nos grupos de gestantes com PE (r=0,3455; p=0,0064) e gestantes
normotensas (r=0,6214; p=0,0134).

Tabela 2. Concentragdes de biomarcadores celulares plasmaticos de gestantes

normotensas e de gestantes portadoras de pré-eclampsia.

Normotensas Pré-eclampsia ]
Parametros Significancia*
(n = 40) (n =52)
17,2 36,9
EMMPRIN p < 0,001
(5,6 —39,4) (5,6 — 66,8)
(ng/mL)
Visfatina 57 7,9
p <0,05
(ng/mL) (3,6 —9,8) (4,1-847)
Hialuronan 29,5 74,5
p < 0,001
(ug/mL) (4,8 —108,2) (12,6 — 490,2)
Histona 2B 6,9 7,8 NS
(ng/mL) (3,8 — 44,0) (3,2 - 44,1)

* Teste U de Mann-Whitney

4.3. Avaliacao de gelsolina no plasma

A Figura 1 representa as densidades oticas obtidas na determinagcéo de
gelsolina no plasma de gestantes portadoras de PE e de gestantes normotensas.
Niveis significativamente (p<0,05) maiores de gelsolina foram observados no

plasma de gestantes normotensas em comparacgao as gestantes com PE.
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Figura 1. Nivel de gelsolina no plasma de gestantes normotensas (NT) e de gestantes
portadoras de pré-eclampsia (PE). Os resultados estdo expressos em mediana da
densidade optica obtida. * (p<0,05) — teste U de Mann-Whitney.

4.4. Concentragao de biomarcadores celulares plasmaticos de gestantes
normotensas e de gestantes com PE, classificadas em PE Leve e PE

Grave

EMMPRIN (Figura 2A) e visfatina (Figura 2B) apresentaram niveis
significativamente maiores no plasma de gestantes portadoras de PE quando
comparadas com gestantes normotensas. Quando o grupo PE foi separado em
PE leve e PE grave as concentragdes EMMPRIM foram maiores nesses grupos
em relagdo ao grupo de gestantes normotensas, ndo havendo diferenca
significativa entre PE leve e PE grave. Com relacao a visfatina, o grupo de PE
leve apresentou valores significativamente maiores do que as gestantes
normotensas. Porém, a concentragédo plasmatica verificada no grupo PE grave foi
semelhante a do grupo de gestantes normotensas.

Os niveis de hialuronan (Figura 2C) foram significativamente maiores no
plasma de gestantes portadoras de PE e, quando estas foram separadas nos
grupos PE leve e PE grave em relagdo ao grupo de gestantes normotensas,
independente da sua classificagdo em PE leve e PE grave. A comparagao entre
PE leve e PE grave mostrou diferenca significativa, com valores maiores na PE

grave.
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Figura 2. Concentracdo de EMMPRIN (A), Visfatina (B) e Hialuronan (C) em plasma de
gestantes normotensas (NT), gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes
portadoras de PE leve e de PE grave. Resultados expressos em mediana.

* (p<0,05) vs. NT; ** (p <0,01) vs. NT; ** (p <0,001) vs. NT; ¢ (p <0,05) vs. PE Grave

(teste de Kruskal-Wallis).

A concentragdo da histona H2B nao apresentou diferenga significativa
entre gestantes normotensas e portadoras de PE, mesmo quando o grupo PE foi
separado em PE leve e PE grave (Figura 3A).

A concentracdo de gelsolina foi significativamente maior no plasma de
gestantes portadoras de PE quando comparadas com gestantes normotensas. O
grupo de PE leve apresentou resultados semelhantes ao grupo normotensa,
enquanto no grupo PE grave os valores de gelsolina foram significativamente
menores em relagdo aos grupos de gestantes normotensas e de PE leve (figura
3B).
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Figura 3. Concentracdo de Histona H2B (A) e Gelsolina (B) em plasma de gestantes
normotensas (NT), gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes portadoras de
PE leve de PE grave. Resultados expressos em mediana.

* (p <0,05) vs. NT; *** (p <0,001) vs. NT; ¢ (p <0,05) vs. PE Grave (teste de Kruskal-
Wallis).

5. DISCUSSAO

A determinagdo da concentragao de biomarcadores celulares no plasma de
gestantes normotensas e com PE demonstrou maiores niveis de EMMPRIN,
hialuronan e visfatina em gestantes com PE e maior nivel de gelsolina em
gestantes normotensas.

O EMMPRIN estimula a produgao de citocinas inflamatérias através da via
de ativagdo do NF-kB (Reddy et al., 2010). Em trabalhos realizados em nosso
laboratério, Peracoli et al. (2011) mostraram que, mondcitos de gestantes com PE
liberam niveis significativamente maiores de TNF-a, anion superéxido e peroxido
de hidrogénio em comparagcdo a gestantes normotensas. O grupo encontrou
aumento da ativacao de NF-kB em células mononucleares de sangue periférico
de mulheres pré-eclampticas, associado a maior produ¢cdo de TNF-o e IL-1f3
(Giorgi et al.,, 2012). Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo e o
estado inflamatorio sao caracteristicos dessa patologia da gestagao.

A interagcado Ciclofiina A - EMMPRIN é uma das principais vias de
sinalizagao pro-inflamatorias em mondcitos, especialmente na resposta a
estimulagéo por reativos intermediarios do oxigénio (ROS) (Yuan et al., 2010). No
presente trabalho observou-se correlagcéo positiva entre os valores de EMMPRIN

e visfatina nos dois grupos de gestantes estudados. Porém, quando o grupo PE
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foi diferenciado em PE leve e PE grave observou-se uma tendéncia de maior
concentracdo de EMMPRIN no grupo PE leve, provavelmente devido ao estimulo
por visfatina, pois esse biomarcador pode, em concentragcdo dose dependente,
estimular o EMMPRIN e metaloproteinases (MMP-9) (Fan et al.,, 2011). Os
maiores niveis de EMMPRIN no plasma de gestantes com PE demonstram que
esse marcador deve estar diretamente envolvido na fisiopatologia da PE.

Os niveis de visfatina encontrados no plasma de gestantes com PE foram
significativamente maiores que os das gestantes normotensas, 0 que esta em
acordo com a literatura (Fasshauer et al. 2008; Zulfikaroglu et al., 2010).
Fasshauer et al. (2008) consideram a PE como uma complicagéo cardiovascular da
gestacdo e que compartilha fatores de risco com sindrome metabdlica como
resisténcia a insulina e obesidade, observadas em algumas gestantes pré-
eclampticas. Os niveis elevados de visfatina observados por esses autores e em
nosso trabalho podem estar associados com a sindrome metabdlica. Verificou-se
ainda em nosso trabalho uma tendéncia a maior nivel de visfatina no grupo PE
leve. A razdo pela qual a visfatina estda aumentada na PE ainda ndo esta
esclarecida, havendo duvidas se decorre do aumento de sintese ou pela
diminuicdo da degradagao, mas acredita-se que esse marcador possa contribuir
para a patogénese da pré-eclampsia.

A concentragdo de hialuronan no plasma foi significativamente maior nas
gestantes com PE, principalmente no grupo com PE grave, cujos valores também
foram significativamente maiores que os da PE leve. Esses resultados concordam
com Berg et al. (2001), que avaliaram gestantes com eclampsia e pré-eclampsia
grave. O nivel plasmatico de hialuronan em humanos normais é baixo devido a
sua rapida remocao da circulagdo pelo figado e rins (Fraseret al., 1997).
Entretanto, em algumas doengas o hialuronan é degradado por hialuronidases e
espécies reativas de oxigénio, estimulando a produgéo de fragmentos de baixo
peso molecular (Girish & Kemparaju, 2007). Esses fragmentos ativam a resposta
pro-inflamatéria via TLR2 e TLR4, indicando sinais de perigo, enquanto o
hialuronan de alto peso molecular gera resposta anti-inflamatéria (Taylor et al.,
2004; Scheibner et al., 2006; Stern et al., 2006). Como na PE ha disfungéo
hepatica e lesao renal, o aumento do nivel de hialuronan pode ser um marcador

dessas disfungoes.
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Nossos resultados demonstraram que nao ha diferenga entre os niveis
plasmaticos de histona H2B entre gestantes portadoras de PE e gestantes
normotensas, mesmo quando o grupo PE foi separado em PE leve e PE grave. A
H2B é encontrada na superficie de mondcitos e macréfagos (Holers & Kotzin,
1985), atuando como importante receptor para plasminogénio (Das et al., 2007) e
apresentando fungdes quimiotaticas para células inflamatérias (Ploplis et al.,
1998). Kim et al. (2002) demosntraram em membrana amniética que as histonas
H2A e H2B se ligam ao LPS bloqueando seus efeitos biolégicos, atuando como
uma barreira contra os microrganismos que invadem a cavidade uterina.

Estudos demonstraram que a gelsolina estd diminuida em pacientes
portadores de doengas como artrite reumatoide, esclerose multipla, pneumonia,
entre outras. Pacientes com niveis reduzidos de gelsolina plasmatica apresentam
altas taxas de mortalidade, maior tempo de internagdo e necessidade de
ventilagdo em unidade de terapia intensiva, sugerindo-se que seria um importante
marcador de saude. Entretanto, ha necessidade de se estabelecer o nivel de
acuracia desse marcador no plasma humano, bem como sua variagao com idade,
raca, género e estado de saude (Peddada et al., 2012).

O menor nivel de gelsolina detectado em gestantes pré-eclampticas,
principalmente no grupo com PE grave, pode estar associado a capacidade de
ligacao da gelsolina com o fator ativador de plaquetas, o que inibiria a expressao
de P-selectina assim como a producdo de anion superoxido por neutrofilos
(Osborn et al., 2007), na tentativa de regular o estado inflamatério presente na
PE. Assim, pode também estar associado a ligacdo com fibronectina (Lind &
Janmey, 1984), uma vez que a concentragao de fibronectina esta aumentada em
gestantes com PE, acreditando ser esta um marcador de predicdo da doenca
(Chen et al., 1994; Leeflang et al., 2007).

Em conjunto, os resultados do presente trabalho indicam a importancia de
biomarcadores celulares plasmaticos, como EMMPRIN, visfatina, hialuronan e

gelsolina na modulagao do processo inflamatério presente na pré-eclampsia.
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Anexo 1

¥,
vty Universidade Estadual Paulista
unesp ™~

Faculdade de Medicina de Botucatu # -
Distrito Rubido Junior, s/n°- Botucatu — S.P. ( = S

CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (0xx14) 3811-68143 Registrado no Ministério da Satd
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br . e: 3%2;; a&| d: 2937 e
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 04 de julho de 2011. Of. 277/11-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof®. Dr®. Maria Terezinha Serrdo Peracoli
Departamento de Micro/Imuno do
Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Prezada Dr® Terezinha,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa - (Protocolo CEP 3922-2011) “Assosciagdo enfre a expressdo
de receptores TLR2 e TLR4, de fator de transcrigdo nuclear NF-kB e
produgdo de IL-10, IL-12 e TNF-Alfa por monécitos de gestantes
portadoras de pré-eclampsia”, de autoria de Mariana Romdo, orientada por
Vossa Senhoria, Co-orientada pelo Prof. Titular José Carlos Peracoli,
recebeu do relator parecer favordvel, aprovado em reunido do CEP de 04 de
Julho de 2.011.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo do Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Alberto Santos/Capelluppi
Secretdrio do LEP.
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, gestante,
atendida no Servigo de Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu - UNESP, fui convidada a participar da pesquisa “ASSOCIAGAO ENTRE
EXPRESSAO DE RECEPTORES TLR2 E TLR4, DE FATOR DE TRANSCRIGAO
NUCLEAR NF-kB E PRODUGAO DE IL-10, IL-12 E TNF-ALFA POR MONOCITOS DE
GESTANTES PORTADORAS DE PRE-ECLAMPSIA”. Nesta pesquisa fui solicitada a doar
pequena quantidade de sangue da veia do braco (10 mL), que sera colhido com seringa e
agulha descartaveis, uma Unica vez, no momento em que for atendida pelo médico. Estou
ciente de que a doacdo desse volume de sangue ndo me causara dor, a ndo ser a da
picada da agulha no momento da coleta do sangue e, raramente, a formagdo de um
pequeno hematoma no local. Fui informada que nao terei beneficio direto com a pesquisa,
mas que o resultado desse exame podera ser enviado para mim, caso eu tenha interesse
em obté-lo. Também estou sabendo que posso, a qualquer momento, esclarecer duvidas e
desistir de participar da pesquisa, sem prejuizo do atendimento médico que necessitar e,
que meu nome nao aparecera quando os resultados forem divulgados. Estou ciente de
que, caso eu seja menor de idade, este termo de consentimento devera ser assinado por
mim e pelo meu responsavel. Assim, concordo em participar da pesquisa.

Obs: Vocé recebera uma coépia deste documento. Informagdes adicionais poderdo ser
obtidas no Comité de Etica em Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143.

Botucatu, de de 20__.
Assinatura do voluntario maior de 18 anos Assinatura do responsavel
Assinatura do pesquisador Assinatura da gestante maior de 11 anos

Pesquisadores:

José Carlos Peracgoli — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP.
Fone: (14) 3811-6227

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