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RESUMO

OBJETIVO: O objetivo deste trabalho foi estimar os niveis de RANTES na placenta
e nos plasmas materno e do corddo umbilical na sindrome de pré-eclampsia e

gestacao normal.

METODOS: Estudo transversal e observacional estimou os niveis de RANTES na
placenta e nos plasmas materno e do corddo umbilical na sindrome de preé-
eclampsia (n=33) comparando com um grupo controle de gestantes normais (n=36)
atendidas no Hospital Sdo Lucas/PUCRS, Porto Alegre, RS, Brasil. As
concentracbes de RANTES foram verificadas através do método de enzima imuno
ensaio (ELISA) especifico para humanos.

RESULTADOS: Mulheres com sindrome de pré-eclampsia apresentaram niveis
significativamente maiores de RANTES no plasma e placenta quando comparadas a
gestantes normais (P<0,01). O plasma do corddo umbilical de recém-nascidos de
gestantes com pré-eclampsia mostraram niveis de RANTES significativamente
menores que o plasma do corddo umbilical de recém-nascidos de gestantes normais
(P<0,01). A concentracdo de RANTES placentario correlacionou-se positivamente
com a concentracdo de RANTES no plasma materno (r= 0,697; P<0,001) e
negativamente com o plasma do corddo umbilical (r= - 0,818; P< 0,001). Forte
correlagcdo negativa na concentracdo de RANTES foi demonstrada entre plasma

materno e plasma do cordao umbilical (r= - 0,751; P<0,001).

CONCLUSAO: Este estudo mostra uma resposta inflamatoria distinta entre a mée e
0 recém-nascido em ambas as condi¢cdes, gestacdo normal e sindrome de pré-
eclampsia. A placenta e o plasma materno demonstraram uma concentragdo da
citocina inflamatéria RANTES aumentada na sindrome de pré-eclampsia, entretanto,
no plasma do corddo umbilical dos recém-nascidos dessas gestantes estava

reduzida, sugerindo uma resposta fetal anti-inflamatoria.




ABSTRACT

OBJECTIVE: To estimate RANTES levels at maternal plasma, umbilical cord blood

plasma and placenta in preeclampsia syndrome and normal pregnancy.

METHODS: A cross-sectional study was conducted to estimate RANTES levels in
maternal plasma, placenta and cord blood plasma in preeclampsia syndrome (n=33)
compared to a control group of women with normal pregnancy (n=36) attended at
Sao Lucas Hospital/PUCRS, Porto Alegre, RS Brazil. Concentrations of RANTES
were measured using a human RANTES ELISA assay.

RESULTS: Women with preeclampsia syndrome showed significantly higher
RANTES levels in plasma and placenta in comparison to women with normal
pregnancy (P<0.01). The cord blood plasma of infants born from women with
preeclampsia syndrome had a significantly decreased RANTES levels compared to
infants born from a normal pregnancy (P<0.01). The concentration of placental
RANTES was positively correlated with RANTES in the maternal plasma (Pearson’s
correlation r= 0.697; p<0.001), and negatively with the cord blood plasma (r= -0.818;
p<0.001). A strong negative correlation was also demonstrated between maternal
plasma and cord blood plasma RANTES (r= -0.751, p<0.001).

CONCLUSION: This study shows a distinct inflammatory response between mother
and new born in preeclampsia syndrome and normal pregnancy. In preeclampsia
syndrome maternal plasma and placenta displayed increased pro-inflammatory
RANTES cytokine concentration, however a reduced levels were detected in the
umbilical cord plasma from women with preeclampsia syndrome, suggesting a fetal

antiflammatory response.
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1 INTRODUCAO

1.1 SINDROME DE PRE-ECLAMPSIA

Pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gravidez humana, que
ocorre apos a 202 semana de gestacao e é caracterizada por hipertensédo arterial
sistémica e proteindria patologica. A hipertensédo € definida como presséo sistélica
acima de 139 mmHg e diastdlica acima de 89 mmHg em gestante previamente
normotensa. A proteindria é considerada patolégica quando ultrapassar 300 mg em
urina de 24 horas (Gifford et al, 2000; ACOG Practice Bulletin N° 33, 2002).
Manifestacdes clinicas secundarias incluem edema, cefaleia, disturbios visuais, dor
em quadrante superior direito, dor epigastrica, nausea e vomito (Gifford et al, 2000).
A PE é uma patologia multissistémica que pode causar descolamento prematuro de
placenta, coagulacdo intravascular disseminada, hemorragia cerebral, faléncia
hepatica, edema agudo de pulmé&o, insuficiéncia renal aguda e hemolise na gestante
(Friedman, 1995). No feto, compreende condi¢des intrauterinas desfavoraveis e
alteracdes de fluxo placentério, as quais acarretam transtornos como: crescimento
intrauterino restrito, hipdxia fetal e prematuridade (Friedman, 1995). Sabe-se que a
perda de fluxo sanguineo para o concepto leva a uma redistribuicdo da circulacdo
fetal, privilegiando os 6rgdos mais nobres em detrimento da periferia do organismo.
Estes fatos estdo associados aos riscos de morbimortalidade do recém-nascido

(Friedman, 1995), que acabam por onerar o sistema publico de saude.
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A classificacdo de PE entre as patologias hipertensivas da gestacdo néo é
homogénea. Diversos grupos de especialistas publicaram consensos para, entre
outros objetivos, estabelecer a nomenclatura e a diferenciacdo entre hipertenséao
cronica, hipertensdo gestacional, pré-eclampsia/eclampsia e pré-eclampsia
sobreposta em hipertensdo cronica (Akinkugbe et al, 1987; Davey e MacGillivray,
1988; Helewa et al, 1997; Brown et al, 2000; Sociedades Brasileiras de Hipertenséao,
Cardiologia e Nefrologia, 2010; World Health Organization, 2011; ACOG, Practice
Bulletin N° 125, 2012). A divergéncia conceitual e classificatéria sobre as sindromes
gestacionais hipertensivas e, em especial, sobre a definicho de pré-
eclampsia/sindrome de pré-eclampsia, implica em diferencas que sédo abordadas no
artigo de Harlow e Brown, (2001) e em nosso meio por Comparsi e colaboradores

(2001).

O estudo e entendimento da Sindrome de Pré-eclampsia (SPE), no presente
ganhou maior relevancia pela Declaracdo do Milénio editada pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS). Na meta namero cinco (5) do referido documento, é
proposta uma reducao de 75 % na taxa de mortalidade materna mundial entre 1990
e 2015 (United Nations General Assembly, 2000). Apesar do reconhecimento
internacional do desempenho apresentado pelo Brasil na reducdo da taxa de
mortalidade materna nos ultimos anos, na América Latina e no Caribe, a doenca
hipertensiva representa a maior causa de morte materna com 25,7% dos casos,
sendo a morbimortalidade para a mulher e seus filhos associada com PE e suas
complicagbes, um fator importante nestes dados epidemiologicos. Este panorama é
extensivo a paises subdesenvolvidos (Khan et al, 2006; Duley, 2009; Hogan et al,
2010). De fato, a PE € um dos principais motivos de morbimortalidade materna e

fetal, sendo 10-15% das mortes maternas no mundo diretamente associadas a esta
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patologia e a seu agravamento clinico para eclampsia (Khan, 2006; Duley, 2009). No
Brasil, a PE/eclampsia afeta 2,3 % das gestacdes, sendo trés vezes maior a

incidéncia em mulheres nuliparas (Gaio et al, 2001).

Os fatores de risco classicos para PE tais como: nuliparidade, resisténcia a
insulina, historia prévia de PE, historia familiar de PE, hiperhomocisteinemia, diabetes
gestacional, hipertensdo crénica, obesidade, extremos de idade reprodutiva, gestacao
multipla, infeccbes maternas, anomalias congénitas e cromossémicas, mola
hidatiforme, doencas renais, trobofilias e doencas reumatoldgicas auto-imunes, como
lUpus eritematoso sistémico e sindrome anti-fosfolipidica estdo documentados
(Odegard et al, 2000; Sibai et al, 2005). Fatores de risco relacionados a paternidade e
a inseminacao artificial também tém sido estudados (Einarsson et al, 2003; Dekker e
Robillard, 2003). O aumento do indice de massa corporea (IMC) pré-concepcional ou
como parte da sindrome da resisténcia a insulina € um importante fator de risco para
a PE. Em qualquer destas situa¢fes, hd aumento dos marcadores de inflamacéo
como Proteina C Reativa (PCR), citocinas como Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-
a), Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-8 (IL-8) (O’Brien et al, 2003; Walsh, 2007). Em
uma coorte estudada por Mostello e colaboradores (2008) foi demonstrado que o
aumento de IMC durante a gestacao eleva o risco de recorréncia de PE em mulheres

com histéria prévia.

Ha& vérias teorias que tentam explicar os mecanismos etiolégicos e/ou
fisiopatolégicos da PE, sendo a isquemia placentaria, estresse oxidativo, disfuncéo
endotelial, resposta imune e pré-disposicdo hereditaria as mais aceitas atualmente
(Roberts et al, 1989; Dekker e Sibai, 1998; Redman et al, 1999; Xia e Kellems, 2009;
Sharma et al, 2010). A teoria da disfuncdo endotelial materna, possivelmente

relacionada a fatores circulantes elaborados pela placenta anormal, quando testada,
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tem mostrado fortes evidéncias no estabelecimento e desenvolvimento desta
sindrome (Roberts, 1989; Dekker e Sibai, 1998; Mutter e Karumanchi, 2008). A célula
endotelial é importante na captacdo de células imunes devido a sua posicao de
interface entre células circulantes e o processo patolégico, além de expressar
moléculas de adesdo. Essas células também contribuem para o acumulo focal de
células imunes por produzirem citocinas que podem ativar integrinas expressadas por
células circulantes e, subsequentemente, promover a migracao de tais células através

da parede vascular em um processo chamado de haptotaxia (Springer, 1994).

Na SPE ha evidéncias de lesdo endotelial renal ou endoteliose glomerular, a
qual estd associada a proteindria, que somada a hipertensdo arterial, a qual é
secundaria a disfuncdo endotelial difusa, estabelecem os critérios diagnoésticos desta
sindrome (Roberts et al, 1989; Gaber et al, 1994). A endoteliose glomerular configura-
se pelo aumento do volume da célula endotelial e a vacuolizacdo do citoplasma,
assim como a presenca de depositos fibrindides sub-endoteliais foram tidos no
passado como patognoménicos da pré-eclampsia (Kincaid-Smith, 1991). De fato, a
endoteliose glomerular pode estar presente na gestacdo normal, sendo considerada
uma manifestacdo caracteristica na hipertensdo gestacional e na PE (Strevens et al,
2003). A funcao endotelial vascular desordenada parece ser uma condicdo importante
na hipertensdo gestacional, pois a mulher com PE demonstra tono simpatico
aumentado (Schobel et al, 1996), resposta pressora aumentada para noradrenalina
(Chesley, 1965), maior sensibilidade para angiotensina Il (Gant et al, 1973), além de
diminuida concentracdo endotelial de vasodilatadores como prostaglandina I, (Baker

et al, 1996) e 6xido nitrico (Williams et al, 1997).

As varias teorias publicadas sobre PE apresentam fundamentacdo (Dekker e

Sibai, 1998; Mutter e Karumanchi, 2008; Xia e Kellems, 2009) dificil de serem
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refutadas; no presente estudo foi estabelecida uma opc¢éo pela teoria inflamatoria,
onde a disfuncdo endotelial e a ativacdo leucocitaria sdo condigcdes fundamentais
encontradas durante a fisiopatologia desta sindrome (Roberts et al, 1989; Redman et

al, 1999; Borzychowski et al, 2006; Redman e Sargent, 2009; Redman, 2011).

Assim, merece importancia a ideia de PE como sendo “uma resposta
inflamatéria materna excessiva a gravidez” preconizada por Redman e
colaboradores em 1999. No referido trabalho os autores evidenciam que a resposta
inflamatoria estd bem desenvolvida na gravidez e, principalmente, as diferencas
quanto a atividade inflamatéria entre gravidez normal e PE sendo menos
contundentes que aquelas entre a gestacdo normal e mulheres sem gestacao,
concluindo que PE é estabelecida quando uma resposta inflamatéria materna
universal a gravidez descompensa em casos isolados, podendo ocorrer devido ao
estimulo ou a resposta materna serem muito intensos (Redman et al, 1999). A
placenta tem sido aceita como geradora dos estimulos a fisiopatologia da PE. De
fato, em ambas as fases descritas e aceitas da PE (Redman, 1991; Redman e
Sargent, 2009; Wikstrom et al, 2007; Redman, 2011) a placenta produz e libera na
interface materno-fetal moléculas citotdxicas em resposta a uma injaria ou agressao
sofrida por vias distintas, as quais vao definir as duas fases estabelecidas da PE:

primaria ou precoce e a secundaria ou tardia.

Tem sido proposto que na fase primaria da PE a hipOxia placentaria (agente
agressor placentario) estimula a liberagdo de fatores citotoxicos na interface
materno-fetal para a circulagdo, manifestando os sintomas maternos associados a
PE (Sharma et al, 2010). PE precoce parece ocorrer pela placentacdo pobre,
primeiro estagio da sindrome que ocorre na primeira metade da gravidez quando

ainda ndo ha sintomas clinicos desta patologia. Este fato acarretaria na formacéo de
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uma placenta menor e consequente restricdo de crescimento fetal (Redman e

Sargent, 2009; Redman, 2011).

Tem sido sugerido também que o papel do Fator de Necrose Tumoral (TNF)
em niveis fisioldgicos limita a invasao trofoblastica (Haider e Knofler, 2009). Neste
caso, o citotrofoblasto penetraria apenas os segmentos deciduais mais superficiais
das artérias espiraladas uterinas falhando na devida mimetizacdo destas artérias,
deixando estreitos e musculares os segmentos mais profundos, por conseguinte
insuficientes para aumento do fluxo sanguineo. Na camada média do vaso, ocorreria
aterose aguda e necrose fibrindide, na intima surgiriam fibrina, macréfagos com
lipidios e células musculares lisas (Dekker e Sibai, 1998; Steegers et al, 2010). A
adequada mimetizacdo das artérias espiraladas ocorre fisiologicamente no Utero
criando um sistema arteriolar de baixa resisténcia e auséncia do controle vasomotor
materno, permitindo aumento do suprimento sanguineo para o feto, durante o
primeiro e inicio do segundo trimestres da gestacao (Pijnenborg, 1996; Brosens et

al, 1977).

Na fase secundaria ou tardia com a sindrome clinica ja estabelecida,
associam-se fatores liberados pelo estresse oxidativo placentario, com placentas de
tamanho normal e peso normal dos RN, sendo o agente agressor os radicais livres,
sobretudo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, gerados por ativacao
leucocitaria e processos inflamatorios de doengas cronicas como diabetes mellitus,
hipertensdo arterial sistémica, obesidade e sindrome metabolica, dentre outras
(Borzychowski et al, 2006; Redman e Sargent, 2009; Redman, 2011). Embora a
placenta estabeleca um papel central nesta sindrome (Friedman et al, 1995; Dekker
e Sibai, 1998; Redman et al, 1999; Mutter e Karumanchi, 2008), a etiologia da PE

ainda é desconhecida. Levando em conta que a retirada da placenta cura a gestante
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(Chesley, 1980), alguns autores consideram-na como responsavel pelo

aparecimento da sindrome.

Esta bem estabelecido que a hipoxia e 0 estresse oxidativo placentéario
aumentam a expressao e a liberacdo na placenta de estimulos inflamatorios, ou
seja, ha liberacdo de moléculas citotoxicas e anti-angiogénicas como o Fator Soluvel
Tipo Tirosinaquinase (sFlt—1); inflamatérias como as citocinas TNF-a, Interleucina-
la (IL-1a), Interleucina-1p (IL-1B), IL-6, Interleucina-15 (IL-15) e Interleucina 16 (IL-
16) (Redman et al, 1999; Jonsson et al, 2006; Hu et al, 2007; Xia e Kellems, 2009;

Sharma et al, 2010) .

1.2 CITOCINAS NA PE

Citocinas, quimiocinas e fatores biolégicos s&@o moléculas proteicas
secretadas por células do sistema imunoldgico durante uma resposta imune ou
como meio de comunicacdo (Stow et al, 2009). Estas moléculas podem induzir
ativacao, diferenciacao, crescimento e maturacao celular, regulando e determinando
a natureza da resposta imune (Mossmann et al, 1986; Boris e Steinke, 2003;
Jonsson et al, 2006). Toda a célula possui via secretoria, sendo as duas principais
categorias de vias exociticas aquelas liberadas por granulos secretérios, enquanto
em outras células sao liberadas por vias secretdrias constitutivas que, ao contrario,
possuem mais transportadores vesiculares dinamicos (Stow et al, 2009). Os passos
iniciais das vias secretorias sdo comuns a todas ceélulas eucaridticas. As vias
secretorias constitutivas resultam em liberacdo continua de pequena quantidade de
citocinas, entretanto, em algumas células como macréfagos ativados, as moléculas

e os transportadores desta via secretéria podem ser supra regulados para aumentar
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o trafico, liberando mais citocinas em resposta a ativacao celular a um insulto imune,
gerando diferentes tipos de resposta imune como citotoxica, humoral, mediada por
célula ou alérgica (Mossmann et al, 1986; Carter, 1997; Borish e Steinke, 2003; Bard

e Malhotra, 2006; Lieu et al, 2008; Stow et al, 2009).

Em 1986, dois tipos de células T-helper (Th) foram descritos (Mosmann et al,
1986). Linfécitos Thl séo caracterizados por sua producao de Interferon gama (IF-y)
e contribuem primariamente para a imunidade celular. Linfécitos Th2 (Th2), por sua
vez, sao caracterizados pela producéo de Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-5 (IL-5),
Interleucina-9 (IL-9) e Interleucina-13 (IL-13). IL-4 € a maior determinante na
diferenciacdo linfocitica Th2 (Borish e Steinke, 2003). Borish e Steinke (2003)
acrescentaram a classificacdo de linfécitos Th3, os quais possuem tendéncias
imunossupressoras e sdo caracterizados pela sua producéo de Interleucina-10 (IL-
10) e Fator de Crescimento e Diferenciacdo Beta (TGF-B). Linfocitos Th1 estimulam
células T e mondcitos com recrutamento e ativacdo de fagdcitos mononucleares e
estdo associados com a imunidade celular mediada por anticorpos e atividade
inflamatoria. Ja as células Th2 promovem a estimulacdo do sistema imunoldgico
humoral através da proliferacdo de células B (Carter, 1997). A expressao maior dos
linfécitos Th2 em relacdo aos Thl tem sido associada a gestacdes bem sucedidas

(Dekker e Sibai, 1998).

A PE tem sido associada a uma manifestacao Thl e diminui¢do da atividade
Th2 durante o periodo gestacional (Jonsson et al; 2006; Hu et al, 2007). A citocina
mais importante na imunidade mediada por célula é o IF-y, produzido primeiramente
por células T, células Natural Killer (NK) e em menor grau por macréfagos (Farrar e
Schreiber, 1993; Boris e Steinke, 2003). Wikstrom e colaboradores (2007)

estabeleceram diferencas entre PE precoce e tardia através da analise do perfil das
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moléculas angiogénicas Fator de Crescimento Placentario (PIGF) e Fator de
Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) que estdo diminuidas e anti-antiogénica
sFlt-1 que estd aumentada na PE. Estas alteracdes estdo presentes, sobretudo na
PE precoce, na qual a hipoxia placentaria parece ser um componente importante na
liberacdo desta molécula anti-angiogénica que esta relacionada as manifestacfes
clinicas da sindrome como disfuncdo endotelial, hipertenséo e proteinaria (Wikstrém

et al, 2007; Sharma et al, 2010).

A severidade da PE tem sido correlacionada com a producdo aumentada de
sFlt-1 e endoglina soltuvel (séng) e a diminuicdo da citocina anti-inflamatéria IL-10,
promovidas pela hipoxia placentaria propiciando um desequilibrio no sistema imune

(Sharma et al, 2010). A diminuicdo de IL-10 na PE esta associada a inibicdo da

atividade imune Th2 (Sharma et al, 2010).

A PCR, outro importante marcador inflamatorio, esta também aumentada na
PE, sobretudo na precoce (Wikstrom, 2007), sendo a IL-6 considerada o maior
indutor da sintese hepéatica de proteinas de fase aguda (Borish e Steinke, 2003). A
IL-16 estimula a producdo de citocinas pro-inflamatérias IL-6, TNF-a, IL-1a e 1L-15
pelos monadcitos (Mathy et al, 2000) e inibe a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias
IL-4 e Interleucina-5 (IL-5) contribuindo, desta forma, para uma diminuicdo da

imunidade Th2 (Pinsonneault et al, 2001; Hu et al, 2007; Sharma et al, 2010).

O estudo de Jonsson e colaboradores (2006) apoia a hipotese da
manifestacdo do sistema imune Thl na PE, pois seus resultados ilustraram niveis
séricos maternos aumentados das citocinas pro-inflamatorias Thl IL-6 e IL-8, além
do aumento surpreendente do receptor soluvel de Interleucina-4 (slL-4r) que é
especulado pelo autor como diminuicdo da atividade Th2 devido a provavel

diminuicdo de IL-4 na PE. Benyo e colaboradores (2001) mostraram que a
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incubacdo de placenta humana em condicdo reduzida de oxigenacao (hipdxia)
resultou na producdo placentaria aumentada de TNF-a, IL-lo e IL-1B. Varios
trabalhos tém sido publicados investigando citocinas inflamatorias na PE: TNF-q,
IL1-a,, IL1-B, IL-6, IL-8, IL-15 e IL-16 (Dekker e Sibai, 1998; Redman et al, 1999;
Benyo et al, 2001; Jonsson et al, 2006; Mutter e Karumanchi, 2008). No cordéo
umbilical, parece predominar a expressdo de citocinas inflamatérias IL-6 e IL-8,
sobretudo na corioamionite histolégica associada com aumento marcante de TNF-q,
IL1-B, IL-6, IF-y, IL-10, Fator Estimulante de Colonizacao Granulocitica (G-CSF), IL-8
e Proteina Quimioatraente de Mondcitos-1 (MCP-1) (Hariharan et al, 2000;

Takahashi et al, 2010).

A seguir, serdo abordadas algumas das principais citocinas alteradas na PE
avaliando seu comportamento de acordo com um desequilibrio no sistema

imunoldgico Th1/Th2.

1.2.1 Fator de Necrose Tumoral

Fator de Necrose Tumoral (TNF), também chamado de caquexina ou
caquetina, foi inicialmente isolado por Craswell e colaboradores em 1975 que tentou
identificar os fatores citotoxicos responsaveis pela necrose do Sarcoma de Meth. Em
condicdes fisiologicas, TNF estd envolvido com a manutencdo e a defesa na
homeostasia celular, protecdo contra certos insultos neurolégicos, assim como no
controle da proliferacdo, migracéo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Haider e
Knofler, 2009). Baixas concentracbes por um periodo longo desta citocina estao

sempre associadas a caquexia, isto é, fraqueza, perda de peso e atrofia muscular,
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dados comumente encontrados em pacientes com tumores (Beutler et al, 1985).
TNF representa duas proteinas homoélogas derivadas primariamente de fagdécitos
mononucleares (TNF-a) e linfocitos (TNF-B) (Beutler and Cerami, 1989). TNF-a é
predominantemente produzida sob ativagdo de células mieldides e além dos
macréfagos, pode ser também produzida por neutrdéfilos, linfécitos ativados, células
Natural Killer (NK), endoteliais, mamarias, fibroblastos e tecido neuronal (Borish e

Steinke, 2003; Haider e Kndofler, 2009).

TNF interage com células endoteliais para iniciar a producdo de moléculas
de adesdo celular, conhecidas como Molécula de Adeséo Intracelular (ICAM-1),
Molécula de Adesdo da Célula Vascular (VCAM-1) e seletina-E. TNF é um potente
ativador leucocitario de neutrdfilos, mediando a aderéncia, quimiotaxia,
degranulacdo e queima respiratéria (Beutler e Cerami, 1989). A abundéancia de TNF
e seus receptores soluveis de membrana em tecidos distintos como endométrio,
decidua e placenta sugere uma atuacdo desta citocina nos tecidos reprodutivos
(Haider e Knofler, 2009). Respostas exacerbadas de TNF estdo associadas a
doencas reprodutivas, como menorragia, infeccdes amnidticas, crescimento
intrauterino restrito, prematuridade, abortos espontaneos recorrentes, PE e
endometriose (Haider e Kndfler, 2009). Na placenta, TNF pode inibir a fusao celular
trofoblastica e a producdo hormonal, provocar aumento de apoptose e producdo de

citocinas inflamatérias, prostaglandinas e cortisol (Haider e Knofler, 2009).

Um marcador da superfamilia dos receptores de TNF (TNFR) sdo as regides
ricas em cisteina em seus dominios extracelulares incluindo seis residuos altamente
conservados, tendo cada receptor TNFR1 e TNFR2, quatro repeticbes de cisteina
(Smith et al, 1994). Ativacdo do TNFR1 leva a via inflamatdria, assim como a morte

bY

celular programada, ambas associadas a injuria tecidual. Sinalizacdo através do




Introducdo 25

TNFR2 pode induzir apoptose, mas também contribui para sobrevivéncia celular
através da reparacado tecidual e anigiogénese (Bradley, 2008). O complexo | da
TNFR1 é capaz de ativar a NFkpB, a qual é descrita como um fator de transcricdo
regulador chave na regulacdo de numerosos processos como desenvolvimento,
inflamacéo, oncogénese ou estresse celular (Devin et al, 2001). A segunda
sinalizacdo do TNFR1 é a via de morte celular através da ativagdo da caspase 8 e
em passo subsequente a caspase 3, iniciando a apoptose (Wang et al, 2008).
TNFR2 ndo possui o dominio da morte celular, mas pode promover proliferacdo ou
apoptose, ativa a via PI3K-AKT através do VEGF modulando finalmente a adeséo,

proliferagdo, migragao e sobrevivéncia celular (Zhang et al, 2003).

O mRNA e a proteina TNF séo expressos em varias células no endométrio
como fibroblastos, macréfagos, células epiteliais granulares e células vasculares e
também nas células musculares lisas miometrais. Assim como o mRNA do receptor
de TNF, TNFR1 é expresso pela placenta, principalmente através das células
trofoblasticas colunares similarmente ao TNFR2 (Yang et al, 1993; Yelavarthi e Hunt,
1993). Durante o primeiro trimestre da gestacdo, o0 TNF mRNA é expresso em todos
os tipos de células da linhagem trofoblastica, ganhando intensidade na invasao
trofoblastica nas células endoteliais das artérias espiraladas durante a placentagéo

(Pijnenborg, 1996).

Células NK uterinas sdo relevantes para o processo de implantacédo
embrionério na decidua uterina no inicio da gestacdo e juntamente com linfécitos T
CD 8 e macréfagos CD 68 mostram uma forte associacdo com células trofoblasticas
(King et al, 1997; Scaife et al, 2006). Células NK uterinas podem estar envolvidas na
pobre placentacdo, pois quando ativadas por IL-2, IL-12 e IL-15 tornam-se ativadas

promovendo acgao citotoxica e apoptética em trofoblastos através da liberacdo de
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grande quantidade de TNF-oa, Fator Estimulante de Colonizacdo Monocitica-
Granulocitica (GM-CSF), IL-1, Proteina Inflamatéria Macrofégica Alfa (MIP-1a), MIP-
1B) IFN-y e RANTES (Starkey et al, 1993; King et al, 1997; Scaife et al, 2007).
Aumento de TNF-a tém sido bem documentado na PE, pois h& publicactes
mostrando aumento em plasma materno e liquido amnidtico em PE severa,
associando esta citocina com RN pequenos para idade gestacional (Kupferminc et

al, 1994; Meekins et al, 1994; Schiff et al, 1994).

1.2.2 Interferon

Ha trés membros da familia IFN (o, B e y) e sua homenclatura esta baseada
na capacidade de “interferir’ no crescimento viral. IFN-y é produzido primeiramente
por linfécitos Th citotéxicos e células NK e em menor grau por macréfagos teciduais
desencadeando a apresentacdo de antigeno e a producdo de citocinas pelos
mondcitos, estimulando também a ativacdo através da aderéncia, fagocitose,
secrec¢ao, queima respiratéria e producéo de éxido nitrico (Farrar e Schreiber, 1993).
IFN-y é a mais importante citocina envolvida na imunidade celular e possui modesta
atividade antiviral (Farrar e Schreiber, 1993; Borish e Steinke, 2003). IFN-y estimula
a aderéncia de granulécitos nas células endoteliais através da indugéo do ICAM-1,
uma atividade compartilhada com IL-1 e TNF. IFN-y inibe efeitos mediados pela IL-4,
contribuindo para diminuicdo da atividade imune Th2 (Borish e Steinke, 2003).
Células NK ativadas secretam grandes quantidades de IFN-y, o qual poder& estar
envolvido na pobre placentacdo, pois esta citocina Thl parece inibir a invasao

trofoblastica no primeiro trimestre de gestacéo (Otun et al, 2003; Terme et al, 2005).
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1.2.3 Interleucina 1

A familia IL-1 é representada por 4 peptideos, dos quais IL-1a e IL-1B,
ambos com a mesma atividade biologica, estdo envolvidos na PE (Dinarello e Wolff,
1993). IL-1a & produzida pelas células apresentadoras de antigeno da linhagem
monocitica, induzindo linfécitos T, ja a IL-1B é produzida pela linhagem linfocitica. A
producdo primaria de IL-1 é realizada por células da linhagem fagocitica
mononuclear (mondcitos), sendo também produzida por outras células, como:
endoteliais, queratindcitos, células sinoviais, osteoblastos, neutrdfilos, células gliais e
outras produtoras da enzima conversora de IL-1 ou também chamada de caspase
(Cerretti et al, 1992). Os receptores Tipo | sdo responsaveis pela transducdo dos
efeitos biolégicos atribuidos a IL-1 (Sims et al, 1993), os quais sdo efeitos proé-
inflamatorios: ativacao leucocitaria de Linfocito T; aumento na liberacdo de IL-2,
aumento na expressao de receptor de IL-2, aumento de proliferacdo de células B e
aumento da sintese de imunoglobulinas. A producéo de IL-1 durante a resposta
imune produz alteracbes associadas ao estado patoldgico, interagindo com o
sistema nervoso central para produzir febre, letargia, sono e anorexia. IL-1 promove
também a sintese hepatica de proteinas inflamatérias de fase aguda, além de
estimular a aderéncia endotélio-celular de leucécitos através de supraregulacdo do
ICAM-1, VCAM-1 e seletina. A referida interleucina contribui ainda para a hipotensao
do choque séptico. Compartilha as mesmas propriedades biolégicas do TNF (Borish

e Steinke, 2003).
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A IL-1B estd aumentada no fluido peritoneal de mulheres com endometriose
e a atividade quimiotaxica desta molécula, sobretudo em mondcitos, conforme Chun-
Li e colaboradores (2009) deve-se ao aumento da expressdo e da atividade de
guimiotaxia da quimiocina, Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and
Secreted (RANTES) (Chun-Li F, 2009). A producdo de IL-1B no corddao umbilical
possui altos indices de correlacao positiva com TNF-a, IFN-y e GM-CSF (Takahashi
et al, 2010). Além disso, células embrionarias mesénquimais do corddo umbilical sob
acao da IL-1pB inicialmente aumentam a liberacdo de IL-6 até atingir um platdé na
curva dose-resposta, decaindo logo apds, mesmo com uso continuo de IL-1B8 no
meio de cultura celular (Liu e Hwang, 2005). Entretanto, foi verificado que os niveis
de Leptina aumentaram continuamente apos 17 dias de tratamento com IL-13, o que
explica a diferenciacdo celular com expressdo fenotipica de maturacdo lipogénica

(Liu e Hwang, 2005).

1.2.4 Interleucina 6

A célula fagocitica mononuclear ¢ a maior fonte de IL-6, podendo ser
também produzida por linfécitos T e B, fibroblastos, células endoteliais,
gueratindcitos, hepatécitos e medula 6ssea, compartilhando varias atividades
biolégicas com a IL-1, como pirexia e sintese de proteinas inflamatorias, sendo
considerada a IL-6 a mais importante indutora da sintese hepatica de PCR (Borish e
Steinke, 2003). Takahashi e colaboradores (2010) verificaram um alto coeficiente de
correlacdo entre IL-6 e demais citocinas inflamatorias (IFN-y, IL-1B, IL-8 e TNF-a)) no
corddo umbilical. Além disso, a IL-6 no corddo umbilical foi associada a certas

doencas em RN prematuros (Takahashi et al, 2010). O aumento de IL-6 no sangue
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de pacientes com PE estd bem documentado, contribuindo para a hipotese
inflamatoria e estabelecimento de um perfil Thl nesta sindrome (Vince et al, 1995;
Jonsson et al, 2006). Os aumentos de IL-6 e IL-8 no corddo umbilical durante o
trabalho de parto estdo associados a hipoxia (Jokic et al., 2000). Malamitsi-Puchner
e colaboradores (2005) descreveram a influéncia do modo de nascimento nos niveis
de citocinas circulantes no periodo perinatal, relatando a diminuicdo altamente
significativa de IL-6 no corddo umbilical de RN nascidos de cesarianas comparados

aos RN nascidos de parto normal..

1.2.5 Interleucina 8

As distin¢des estruturais entre as quimiocinas a e 3 sdo importantes porque
estdo associadas a capacidade de atuar sobre subtipos especificos de leucécitos,
sendo a IL-8 um protétipo de citocinas do tipo a, as quais atuam predominantemente
em neutrofilos, embora tenha acdo de quimiotaxia em linfécitos T, baséfilos e células
NK (Adams e Lloyd, 1997). A IL-8 induz a adesao neutrofilica e a migracéo
transendotelial, liberacdo de superoxido, podendo ser produzida por ampla
variedade de células (leucécitos, fibroblastos, células endoteliais e epiteliais) (Adams
e Lloyd, 1997). De maneira similar ao aumento da citocina IL-6 na PE, a quimiocina
IL-8 também esta elevada no sangue materno de pacientes com PE, contribuindo

para a hipétese inflamatoria e perfil Thl (Kogyigit et al, 2004; Jonsson et al, 2006).

1.2.6 Interleucina 15
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As principais fontes de producdo de IL-15 sdo as células fagociticas
mononucleares (mondcitos ativados), células epiteliais, fibroblastos e placenta
(Borish e Steinke, 2003). A IL-15 é indutora da proliferacdo de células T, maturacao
de células B e é fundamental para o desenvolvimento e citotoxicidade da célula NK
(Lodolce et al, 2002; Becknell e Caligiuri, 2005). A IL-15 tem acao quimiotatica para
linfécitos T e estabelece um mecanismo pelo qual as células fagociticas
mononucleares podem regular a proliferacdo das células NK e linfocitos T (Borish e
Steinke, 2003). Hu e colaboradores (2007) demonstraram o0 aumento sérico materno

das citocinas inflamatoérias IL-15 e IL-16 em mulheres com PE.

1.2.7 Interleucina 16

A IL-16 inibe a liberacdo de IL-4 e IL-5 das células T o que diminui a
atividade Th2 promovendo uma alteracdo no equilibrio Th1/Th2 e ocasionando
gueda da capacidade anti-inflamatéria (Pinsonneault et al, 2001). A IL-16 é
produzida em varios tecidos como células dendriticas, mondcitos ativados e
fibroblastos (Lodolce et al, 2002; Lynch et al, 2003; Hu et al, 2007). IL-15 e IL-16
estdo reconhecidamente aumentadas em doencas inflamatorias como lUpus
eritematosos sistémico, artrite reumatoide, doencas alérgicas, doenca de Kawasaki
dentre outras (Seegert e Schreiber, 2002; Jang et al, 2003; Karaki et al, 2005). Hu e
colaboradores (2007) de acordo com a teoria inflamatéria na PE demonstraram

aumento das citocinas IL-15 e IL-16 no soro materno dessas gestantes.

1.2.8 Fator Soluvel Tipo Tirosinaquinase-1
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O Fator Soluvel Tipo Tirosinaquinase-1 (sFlt-1) também conhecido como
Receptor do Fator de Crescimento Endotelial 1 (VEGF-R1) é secretado pelo
sinciciotroflobasto. Contém um dominio de ligagéo extracelular perdendo as por¢des
citoplasmaticas e transmembrana do VEGF-R1, o que lhe d& a capacidade de ligar
ambos, VEGF e PIGF (Kendall et al, 1996; Mutter e Karumanchi, 2008). Em
pacientes com PE, o aumento de sFlt-1 sérico esta associado a diminui¢cdo de VEGF
e PIGF no soro materno (Maynard et al, 2003). A hipdxia estimula a liberacdo de
sFlt-1 pela placenta, o qual liga-se ao VEGF e inativa-o, induzindo desta forma
disfuncéo endotelial sistémica por acdo antiangiogénica (Nevo et al, 2006; Redman

e Sargent, 2009).

O endotélio dos capilares renais sdo extremamente sensiveis ao VEGF o
qual é produzido localmente pelos poddcitos (epitélio visceral) e este fato pode
explicar porque a disfuncdo renal é um importante e precoce marcador da PE
(Kitamoto et al, 2001; Sugimoto et al, 2003). VEGF é importante para manter a
fenestracdo normal das células endoteliais renais. Na PE, a sinalizacdo de VEGF
diminuida devido a excessiva liberacdo de sFlt-1, promove mudancas glomerulares
com endoteliose e proteinuria (Sugimoto et al, 2003; Mutter e Karumanchi, 2008). O
sFlt-1 tem sido citado como responsavel pelo fenotipo clinico da PE, ou seja,
associado a hipertensdo arterial sistémica promovida pela disfuncdo endotelial e
proteinudria que, por sua vez, € provocada pela endoteliose glomerular (Mutter e

Karumanchi, 2008).

1.3 RANTES (CCL5)
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Quimiocinas sdo familias de proteinas estruturalmente relacionadas que
compartilham a capacidade de induzir quimiotaxia. Ou seja, migracdo de linhagens
especificas de leucécitos com importancia na especificidade entre mononucleares
ou polinucleares, estabelecendo, assim, diferenciacdo na atracdo e ativacao
leucocitarias de maneira seletiva. Estas citocinas especializadas desempenham um
papel critico na geracdo da inflamacédo celular em situacbes como resposta na
protecdo contra patdégenos invasores e processos patolégicos associados a infeccdo
ou a doencas imunes. Quimiocinas sdo mais que simples fatores quimiotaticos, elas
também estdo implicadas na ativacdo e no controle do trafico leucocitério,
angiogénese e funcdo antimicrobiana incluindo uma condicdo protetora contra a
infeccdo do virus da imunodeficiéncia humana adquirida (HIV) (Adams e Lloyd,
1997; Rollins, 1997). A expressdo aumentada de RANTES esta associada a ampla
variedade de processos inflamatérios como rejeicdo de transplantes, aterosclerose,
artrite, dermatites atopicas, atopias respiratérias como asma, reacbes de
hipersensibilidade tardia, glomerulonefrite, endometriose, Doenca de Alzheimer e
certos tumores malignos (Appay e Rowland-Jones, 2001; Saad-EI-Din Bessa et al,

2012).

Quimiocina, do ponto de vista bioquimico (Adams e Lloyd, 1997), estabelece
RANTES como uma pequena proteina composta por 68 aminoacidos, com baixo
peso molecular - 8 a 12 kD (Rollins, 1997). Os dominios das quimiocinas,
responsaveis pela especificidade da acéo biologica, séo definidos pela presenca de
quatro residuos de cisteina em posicoes fortemente conservadas. Uma das
principais familias de quimiocinas a “CXC” ou a-quimiocina possui um residuo de
aminoacido entre dois residuos de cisteina na por¢do amino terminal; a outra grande

familia de quimiocinas é a “CC” ou B-quimiocina que ndo possui aminoacido entre 0s
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residuos de cisteina adjacentes, conforme esquematizado na Figura 1 adaptada de

Adams & Lloyd, 1997 (Adams e Lloyd, 1997; Rollins, 1997).

IL-8

a-Quimiocina

MCP-1

B -Quimiocina

Figura 1 - Protétipos Estruturais de Quimiocinas a e . Adaptado de Adams & Lloyd (1997).

A secrecdo de quimiocinas é induzida por citocinas inflamatérias Thl como
IL-1, IL-2, TNF-a e produtos bacterianos de lipopolissacarideos (LPL) e a inibicao da

producdo e liberagcdo de quimiocinas pode ser creditada a acdo de citocinas Th2
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como IL-4 e IL-10 (Adams e Lloyd, 1997). A capacidade das quimiocinas de
promoverem migracao leucocitaria €, provavelmente, sua mais importante funcéo
bioldgica. As quimiocinas contribuem para o recrutamento leucocitario primeiramente
por integrinas ativadas (moléculas expressadas por leucdcitos que mediam a adesao
para células endoteliais e proteinas da matriz extracelular) e, secundariamente por
promover migracdo dos leucécitos aderidos ao endotélio, através da matriz
extracelular em um processo conhecido como haptotaxia (Springer, 1994; Adams e

Lloyd, 1997).

A composicéo celular e a duracdo da resposta inflamatdria dependem da
natureza do estimulo seguido e do microambiente no qual ele ocorre. Neutrdfilos
mediam uma resposta aguda, rapida para infeccdo ou tecido lesado. Ao contrario,
monaocitos e linfécitos sédo tipicamente recrutados durante a inflamacéo crénica,
como na resposta de hipersensibilidade tardia. O recrutamento de eosindfilos € um
feito relevante das respostas alérgicas e parasitoses (Ebnet et al, 1996; Adams e
Lloyd, 1997). Além do recrutamento de leucdcitos para o local da inflamagéo,
quimiocinas sdo também importantes reguladores da ativacdo leucocitaria. As
quimiocinas “CC” possuem um amplo espectro de acdo com atracdo de linfécitos,
monaocitos, eosindfilos, basofilos, e ceélulas NK, participando da regulacdo de
linfocitos, processo inflamatorio, hematopoiese, imunidade antitumoral e em alguns

casos protecao contra a infeccao pelo HIV (Rollins, 1997).

Assim como a IL-8 é considerada a quimiocina prototipo da familia “CXC” na
guimiotaxia, sobretudo na atracdo de polinucleares como neutréfilos, a Proteina
Quimioatraente de Mondcitos 1 (MCP-1) é considerada o protétipo da familia “CC”

na acao bioldgica, atraindo mononucleares e também eosinoéfilos e basofilos (Rollins,
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1997). MCP-1 foi inicialmente purificada de células musculares lisas da porcao

medial da artéria aorta de babuinos (Valente et al, 1988).

RANTES, molécula isolada por Schall e colaboradores em 1988 numa
triagem diferencial entre células B e T, é considerada uma quimiocina “CC”.
Compartilha acdo de quimiotaxia com a MCP-1, sendo a exocitose a diferenca entre
estas duas moléculas, pois na liberacdo de RANTES este fendbmeno é bem menos
estimulado (Schall et al, 1988). Sua principal acao fisiolégica é atrair e recrutar
linfécitos T de memdria CD45R0O+ (CD45R0) e Linfécitos T Auxiliar CD4+ (CD 4) em
células endoteliais e no sistema transendotelial. Aléem de CD4 atrai também
Linfocitos Supressores CD8+ (CD 8) sendo considerada a molécula de acéo
guimiotaxica mais potente para células CD8+. Age como um ativador, independente
de antigeno, das células T mediante respostas celulares como abertura dos canais

de célcio e liberacdo de citocinas (Roth et al, 1995; Rollins, 1997).

As gquimiocinas podem ligar-se aos proteoglicanos no glicocalice endotelial,
envolvendo-os para agir como ligantes imobilizados na parede vascular localizada
nos locais de inflamacdo sem serem arrastados pelo fluxo da corrente sanguinea
(Ebnet et al, 1996). A afinidade de quimiocinas por proteoglicanos em particular
pode variar entre tecidos distintos e durante a inflamacdo (Ebnet et al, 1996).
RANTES esta envolvido no processo de apoptose com a despolarizagdo celular
induzida pelo influxo prolongado de célcio (Ca™) e liberagdo de citocinas
inflamatorias promotoras de adesédo/agregacao celular, especialmente através de
proteoglicanos também conhecidos como glicosaminoglicanos (GACs) (Appay e
Rowland-Jones, 2001). O complexo da ligacdo dos GACs com quimiocinas € um
pré-requisito para a ligacdo das quimiocinas com seus receptores e a interacao

quimiocina/GACs potencializa a atividade de citocinas quimiotaticas (Rek et al,
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2009). De acordo com Rollins (1997), os cinco diferentes tipos de receptores
especificos para quimiocinas do tipo “CC” mostram especificidade cruzada para as
citocinas, sendo excecdo a eotaxina que se liga somente ao receptor CCR3 e MIP-
lo que por sua vez liga-se ao receptor CCR5. Apesar do receptor CCR3 ligar-se a
RANTES com alta afinidade, o receptor CCR5 é que apresenta a maior afinidade,
além da alta afinidade também com MIP-1o e MIP-18 (Gao et al, 1993; Neote et al,
1993). Além destes, os receptores CCR1 e CCR4 também podem ligar-se (Appay e

Rowland-Jones, 2001).

Os efeitos de RANTES podem ser separados em dois grupos de acordo com
sua concentracdo conforme Figura 2 adaptada de Appay & Roland-Jones (2001).
Em baixas concentracdes, a molécula atua, na forma monomérica ou dimérica sobre
seus receptores especificos CCR1, CCR3, CCR4 e CCR5 promovendo quimiotaxia,
mobilizacdo transitoria de calcio e supressao da infeccdo do HIV através da alta
afinidade da ligacdo com estes tipos de receptores (Appay e Rowland-Jones, 2001;
Rek et al, 2009). Além de RANTES, MIP-1a e MIP-1B sdo as outras quimiocinas
“CC” capazes de inibir a entrada do virus HIV nos macrofagos pela competicdo com

os receptores CCR, diminuindo a infectividade do HIV (Hariharan et al, 2000).
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Figura 2 - Influéncia da concentracdo de RANTES na ligacao celular.




Introducdo 38

Em altas concentragcbes, RANTES promove autoagregacdo formando
multimeros/oligdmeros (agregados) e atua através de interacdo seletiva com GACs
na superficie celular (Appay e Rowland-Jones, 2001; Mbemba et al, 2001; Proudfoot
et al, 2001; Rek et al, 2009). Esta situacéo induz diminuicdo da afinidade da proteina
tirosina quinase, sinalizando uma via celular que leva a ativacdo e proliferacdo de
células T (Rek et al, 2009). RANTES promove a inducédo da expressédo da IL-2,
agregacdo homotipica e expressdo aumentada de moléculas de superficie celular
como os receptores de IL-2 (Rek et al, 2009). De fato, a expressdo aumentada de
GACs durante a inflamacdo é sugerida por Rek e colaboradores (2009) para
interagir com as altas taxas de quimiocinas disponibilizadas estabelecendo gradiente

para uma resposta inflamatoria.

A agregacdo € um pré-requisito para a atividade bioldgica inflamatéria de
RANTES, pois a sua oligomerizacdo e a ligacdo com GACs € necessaria para a
atividade quimiotatica “in vivo” (Proudfoot et al, 2003). A migracdo leucocitaria
induzida pelo RANTES deve-se a ligacdo desta quimiocina com 0s receptores
acoplados a Proteina-G transmembrana-7, pois a molécula liga-se ao endotélio
ativado promovendo a migracdo celular por haptotaxia, sugerindo desta maneira
uma acao bem definida nos processos inflamatérios (Wiedermann et al, 1993; Von
Luettichau et al, 1996). A afinidade pelos GACs é dependente de interacdes
eletrostaticas e ligacbes de hidrogénio, as quais contribuem significativamente para
a ligacdo de alta afinidade da molécula por estes tipos de receptores (Rek et al,
2009). A interacdo GAC/RANTES produz uma mudanca na forma da quimiocina
induzindo e facilitando a formacdo dos oligbmeros como pré-requisito para a
ativacdo leucocitaria (Rek et al, 2009). Deste modo, a quimiocina atua como um

modulador imunoldgico na forma agregada (Rek et al, 2009). As variacbes nao
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agregadas de RANTES (monbémeros ou dimeros) tém pouco ou nenhum efeito na

ativacao leucocitaria (Appay et al, 1999).

Os principais membros da familia dos GACs sdo os oligossacarideos
heparina e sulfato de heparan, consistindo de uma cadeia linear de 20-100 unidades
de dissacarideos, compostos de N-Acetil-D-glicosamina e acido D-glicurbénico, os
quais podem ser modificados para incluir uma sulfatacdo de Nitrogénio ou Oxigénio
além da epimerizagao do acido B-D-glicurénico para acido a-D-glicurénico. (Mbemba
et al, 2001). O aumento da expressao e da quimiotaxia de RANTES em doencas do
tecido reprodutivo, sobretudo na endometriose, esta bem documentada (Hornung et

al, 2001; Kalu et al, 2007; Chun-Li F, 2009).

A PE é considerada a sindrome de varias teorias e RANTES pode ter um
papel importante nas duas mais aceitas, ou seja, teoria da ma adaptacdo imune
materno-fetal e a teoria inflamatdria (Xia & Kellems, 2009; Sibai et al, 2005; Redman
et al, 1999; Dekker & Sibai, 1998). A teoria da ma adaptacao imune materno-fetal
pode ser a principal causa da placentacdo superficial e consequente estimulo
inflamatério materno com ativacdo Thl (Sibai et al, 2005). A subpopulacéo
leucocitaria € uma caracteristica priméaria intrinseca da decidua uterina,
independente da gestacao e as células NK estdo sobre efeito da regulacdo hormonal
em roedores e humanos, aumentando na fase Ilutea pos ovulatéria e predominando
até o terceiro trimestre da gestacdo (King et al, 1997). Além disso, estudos
imunohistoquimicos demonstram que 30-40% das células estromais da decidua
humana, no inicio da gestacdo, sédo leucocitos, sendo que mais de 70% desses

leucocitos deciduais sao celulas NK CD56 (Bulmer et al, 1991; Moffett-King, 2002).

Durante o inicio da gestacdo ceélulas NK uterinas acumulam como um

infiltrado denso envolvendo as células trofoblasticas invasoras (Croy et al, 2003, van
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der Meer et al, 2004). Da metade da gestacdo em diante, estas células NK uterinas
progressivamente desaparecem, o que coincide com a invaséo citotrofoblastica, em
gue a placentacdo humana se completa ao redor da 20® semana de gestacéo (Sibai
et al, 2005). Células NK uterinas afetam ambas, invasdo trofoblastica e a
modificacdo das artérias espiraladas uterinas através da producéo de citocinas que
estdo implicadas na angiogénese e estabilidade vascular (Sibai et al, 2005; van der
Meer, 2004; Croy et al, 2003). Um dos principais produtos das células NK é a
producdo de IFN-y, que fisiologicamente € essencial na modificacdo das artérias

espiraladas uterinas (Croy et al, 2003).

Von Rango e colaboradores (2001) associando os efeitos da invaséo
trofoblastica com subpopulacées leucocitarias no Gtero e nas trompas de Falopio
mostraram que a grande quantidade de células NK inibe a implantacéo, inclusive
especulando que o alto grau de invaséao trofoblastica na parede tubéria durante a
gravidez ectopica pode estar associado a auséncia de células NK nesse tecido.
Células CD 8 e macréfagos CD 68 também mostraram uma forte associacdo com
células trofoblasticas (Von Rango et al, 2001). Células NK s&o linfocitos do sistema
imune inato, envolvidas na defesa precoce contra células estranhas, agentes
infecciosos e células tumorais (Croy et al, 2003; Moretta e Moretta, 2004; Terme,
2005). Quando ativadas exercem acao citotoxica induzindo apoptose em células
alvos, com liberacéo de grande quantidade de citocinas como IFN-y ,TNF-a, e GM-

CSF, além das quimiocinas MIP-1o,MIP-13 e RANTES (Moretta e Moretta, 2004;

Terme, 2005).

Além disso, ha estudos prévios relatando o fato da PE, principalmente a
precoce, estar associada a diminuida placentacdo ocasionada pela pobre invasédo

trofoblastica nas artérias uterinas espiraladas, sendo as células NK, sobretudo a
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subpopulacdo e CD56"" e linfocitos CD8" relevantes para o processo de
implantacédo e, consequentemente, cruciais para a placentacdo normal (King et al,

1997; Von Rango et al, 2001; Terme, 2005; Scaife et al, 2006; Williams et al, 2009).

RANTES também estimula a atividade citotoxica de células CD8" e células
NK (Taub et al, 1996). RANTES e MIP-1a aumentam a proliferagdo de células T
devido ao aumento da expressdo B7 nas células apresentadoras de antigenos e
também por aumentar a producdo de IL-2 de células T ativadas (Bacon et al,
1995).De particular importancia é o fato de IL-2 e IL-12 ativarem e estimularem as
células NK a promoverem a morte de células trofoblasticas no primeiro trimestre de
gestacado, pois estas células, juntamente com linfécitos T reconhecem a invasao
trofoblastica promovendo apoptose para prevenir a superinvasao de células fetais
(King et al, 1997; Von Rango et al, 2001; Terme, 2005; Scaife et al, 2006; Williams
et al, 2009). A producdo de IL-2 leva a producdo de IFN-y pelas células NK
aumentando a sua toxicidade. IL-2 e IFN-ydetectados na decidua sao secretados por
células T e NK ativadas, as quais se encontram presentes neste local durante o
inicio da gravidez humana (Scaife et al, 2006; Williams et al, 2009). O estudo de
RANTES adquire relevancia pelo fato de a pobre placentacéo, feito comum na PE,
estar associada a células NK, CD8" e macrdfagos CD 687, todas elas alvos primarios
desta quimiocina, através da quimiotaxia, liberacéo de IL-2 e ativagado leucocitaria.
Além disso, estas células estimuladas e ativadas secretam citocinas que possuem
um alto grau de envolvimento na sintese e na liberacdo da quimiocina estudada

nesta tese.

De fato, varias citocinas inflamatdrias estdo documentadas na PE como
TNF-a, IL1-a, IL1-B, IL-6 e IL-8, sendo algumas delas relacionadas diretamente na

sintese e liberacdo de RANTES (Dekker e Sibai, 1998; Redman et al, 1999; Benyo
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et al, 2001; Jonsson et al, 2006; Mutter e Karumanchi, 2008). Em todas estas
patologias citadas, esta proteina atua promovendo infiltracdo leucocitaria para os

locais de inflamacéo.

Ha também estudos sobre acédo quimiotatica de RANTES em linfocitos T na
inflamacé&o, associando o recrutamento de dessas células ao local inflamado em
patologias distintas como endometriose ou lUpus eritematoso sistémico. Inclusive
associa a expressao dessa molécula com osmarcadores de atividade inflamatéria do
lUpus (C3, C4, ANA, Anticorpos anti-ds-DNA, Anti-corpos anti-Sm, Anti-corpos anti-
SSB e IgG) e com a severidade da endometriose, neste caso pela deteccdo de
monocitos nas células endometriais (Hornung et al, 2001; Lu et al, 2012). Vale
ressaltar que a expressio do MRNA de RANTES pode ser inibida por

corticosteroides (Wingettr et al, 1996).

A producdo de RANTES, a qual é gerada predominantemente por linfécitos
T CD8*, e também por células endoteliais, células epiteliais, fibroblastos e plaquetas,
€ um fato importante na inflamacéo (Appay e Rowland-Jones, 2001). A interacao
das citocinas TNF-a e IFN-y possui um efeito sinérgico na producdo de RANTES nas
células endoteliais e nos fibroblastos evidenciando que a combinacdo destas duas
citocinas Thl seja um fator determinante para a regulagdo da sua producéo pelo

aumento de mRNA desta quimiocina (Marfaing-Koka et al, 1995).

Mais recentemente, Nakada e colaboradores (2009) mostraram que a
producéo intracelular aumentada de RANTES induzida pela expressao de mRNA
lipossomal nas células trofoblasticas foi via dependente dos receptores tipo —Toll
“Toll-like receptor 3” (TLR3), através de encapsulagéo dos lipidios de membrana.
Sugerindo & molécula quimioatraente também um papel na sinalizagdo celular da

inflamacé&o, pois TLR3 induz os marcadores celulares da inflamagdo como o
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aumento da producdo e da ativacdo intracelular do marcador NF-kB, além do
aumento da sintese de RANTES. Embora células do estroma endometrial ndo
secretem RANTES sob condi¢cbes basais, a associacao entre TNF-o e IFN-y ambas
citocinas aumentadas na PE, induziram a expressao “in vitro” de mRNA da propria

quimiocina neste tecido (Hornung et al, 2001).

A inducédo por TNF-a e IFN-y foi relatada em outras células também, pois
IFN-y estimula a expressao em macrofagos (Devergne et al, 1994) enquanto TNF-a
estimula a expressdo de RANTES em fibroblastos, células mesangiais e células do
epitélio tubular renal (Heeger et al, 1992; Rathanaswami et al, 1993; Pattison et al,
1994). O sinergismo entre TNF-a e IFN-y tem sido descrito também em varios
fenbmenos associados a inflamacao incluindo a atividade citotoxica de macréfagos,
a producdo de radicais livres, sobretudo espécies reativas de oxigénio, a producao
de 6xido nitrico e a expressdo de moléculas de adesao (Feinman et al, 1987; Liew et
al, 1990; Kamijo et al, 1993). Importante salientar que a producdo de RANTES
estimulada pelo sinergismo produzido pela agao conjunta das citocinas Thl TNF-a e
IFN-y foi parcial e significativamente inibida pelas citocinas Th2 IL-4 e IL-13
(Marfaing-Koka et al, 1995). A maioria dos tecidos normais de pacientes adultos
apresenta pouca ou nenhuma célula positiva para expressdo de RANTES, assim
como a maioria dos tumores e leucemias testadas por von Luettichau e
colaboradores (1996). A expressdao aumenta nos locais de inflamacdo, sendo
importante salientar os altos niveis expressos de mMRNA e da propria
guimiocina/proteina RANTES em megacariocitos, alguns tumores e alguns tecidos
fetais, sobretudo nos megacariécitos no baco fetal de fetos de 22 semanas (Von

Luettichau et al, 1996).
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Em tecidos fetais, células glomerulares, ocasionalmente expressaram
RANTES, mas nas células dos tubulos proximais e no coértex renal a expressao é
acentuada. Em geral, raras células durante o desenvolvimento fetal expressam
RANTES, sendo excecdo os megacariocitos no baco na hematopoiese extramedular
e células mesangiais durante o desenvolvimento renal, com altos indices desta
guimiocina no mesangio glomerular e nos tubulos proximais, 0 que sugere uma
importancia na organogénese renal, além da acdo quimiotatica para esta molécula

(Von Luettichau et al, 1996).

Infiltrado de células mononucleares € um dos marcadores de rejeicdo de
transplantes de o6rgdos. RANTES estd presente no infiltrado de células
mononucleares do intersticio, produzido pelas células epiteliais renais durante a
rejeicdo de transplante renal, sendo sintetizado localmente no interior do local
inflamado ligado ao endotélio ativado capaz de atrair mondcitos por haptotaxia
(Wiedermann et al, 1993). Apesar de a lesdo renal (endoteliose glomerular) ser uma
manifestacdo clinica caracteristica da SPE e, além disso, haver uma associacéo
importante de RANTES neste tecido em situacdes distintas como organogénese na
fase fetal e rejeicdo em transplantes na fase adulta (Wiedermann et al, 1993; Von
Luettichau et al, 1996), ha uma caréncia de publicacdes sobre esta molécula na PE

e gestacdo normal.

Athayde e colaboradores (1999) em um dos raros trabalhos sobre esta
molécula na gestacao procurou estabelecer uma relagéo entre sua concentracdo no
liquido amnidtico e a idade gestacional. Encontraram uma diminuicdo da
concentragdo desta quimiocina no liquido amniotico com o avango da idade
gestacional, estando, portanto, aumentada em pacientes com parto prematuro

guando comparado com pacientes a termo (Athayde et al, 1999). A concentracdo de
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RANTES também esta aumentada no liqguido amniético durante o trabalho de parto e
infeccdo bacteriana da cavidade amnidtica induzida por endotoxinas bacterianas,
fato que promove a quimiotaxia de mondcitos e linfocitos (Athayde et al, 1999).
Outras citocinas Thl como TNF-a e IL-1B também estdo aumentadas durante a
prematuridade do trabalho de parto ou nascimento (Matoba et al., 2009). Jonsson e
colaboradores (2006) realizaram um mapeamento sérico de 22 citocinas, incluindo
RANTES, em grupos de gestantes normais e com PE, relatando diferengas entre os
grupos apenas nas concentracdes de IL-6, IL-8 e receptor sollvel de IL-4. Hwang e
colaboradores (2010) também ndo encontraram diferenca nesta molécula entre
gestantes normais e com PE, estudando a expressdo de algumas dezenas de

citocinas em células embrionarias mesenquimais placentarias.

Hariharan e colaboradores (2000), ao estudarem quimiocina “CC” em
mononucleares, mostraram uma diminuicdo da expressao intracelular de RANTES
em linfécitos do corddo umbilical em relacdo aos linfocitos do sangue periférico de
adultos e producéo pelas células mononucleares no corddo umbilical. Esta ultima
devendo-se principalmente aos linfécitos CD8+/CD45R0O (Hariharan et al, 2000).
Além do alto coeficiente de correlacdo estabelecido entre as citocinas Thl, MCP-1,
MIP-1B e IL-8 no corddo umbilical, os resultados de Takahashi e colaboradores
(2010) mostraram no corddo umbilical que esta quimiocina possui niveis mais

elevados que as outras 14 citocinas estudadas.

Ha um grande namero de publicagdes sugerindo um carater aterogénico de
RANTES pela inducdo da migracdo leucocitaria transendotelial, implicado nas fases
iniciais da parte inflamatoria do processo aterogénico (Simeoni et al, 2004). Tem
sido proposto que quando estocado nas vesiculas secretoras plaquetarias é liberado

diante da ativagdo plaquetéria e imobilizado na superficie do endotélio inflamado,




Introducdo 46

promovendo recrutamento de mondcitos, aderindo-os as artérias ateroscleroticas e
acelerando a formacdo dessas lesGes assim como a formacdo de trombo (Von
Hundelshausen et al, 2001; Huo et al, 2003). Ha também estudos experimentais em
ambas as situacOes, seja a deficiéncia de CCRb5, principal receptor para 0s
mondmeros e dimeros de RANTES ou o uso de Met-RANTES, antagonista dos
receptores de RANTES diminuindo a acéo biologica desta molécula com reducéo da

formacéo da placa aterosclerotica (Veillard et al, 2004; Zernecke et al, 2006).

O fundamento deste estudo esta baseado no projeto de pés-doutorado da
doutora Bartira E. Pinheiro da Costa realizado na University of Mississipi Medical
Center, Jackson, Mississipi EUA. O referido trabalho realizou um estudo de
rastreamento incluindo 120 citocinas avaliadas em tecido placentario e plasmas do
corddo umbilical e mé&e com e sem pré-eclampsia. Ficou demonstrado que gestantes
com PE grave apresentam diferentes perfis de citocinas em comparacdo com
gestantes normais, sugerindo que no arranjo de citocinas avaliado, o perfil da
placenta, mée e feto séo distintos. Como o RANTES foi a Unica citocina que
apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os trés locais estudados
quando da comparacéo entre 0s grupos, 0 presente estudo intencionou verificar o
referido resultado numa amostra maior de pacientes. Esta alinhado também com o
propoésito de publicacdes recentes (Cetin et al, 2011; Meiri et al, 2011) sobre a
atualizacao de novos marcadores biologicos na PE, visando estabelecer um perfil da
quimiocina RANTES em trés locais distintos, na mée e no recém-nascido em ambas

as condicdes, PE e gestacdo normal.
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2 HIPOTESE

Os niveis da quimiocina inflamatéria RANTES estdo aumentados na pré-
eclampsia em relacdo a gestacdo normal no tecido placentario, plasma materno e do

cordao umbilical.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar a expressdo de RANTES na placenta e plasmas materno e do

corddo umbilical de gestantes normais e com pré-eclampsia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Em gestantes normais e com pré-eclampsia:

» Quantificar os niveis de RANTES nos plasmas materno e do cordao

umbilical e no tecido placentario;
= Comparar os niveis de RANTES nos trés tecidos estudados;

= Correlacionar os niveis de RANTES com a evolucdo clinica

materno-fetal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

Foi realizado um estudo transversal em 69 gestantes que receberam
tratamento obstétrico no Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catodlica do

Rio Grande do Sul (PUCRS), em Porto Alegre: 33 com SPE e 36 gestantes normais.

4.2 CRITERIOS

A PE foi diagnosticada de acordo com o NHBPWGEPHBPP (2000), que
estabelece aumento da pressdo sanguinea a niveis mais elevados que 139/89
mmHg, apés 20 semanas de gestacdo em pacientes previamente normotensas,
acompanhada de proteindria maior que 0.29 g/24h ou a relacdo proteinaria

creatinindria maior que 0,3.

PE severa foi considerada se um ou mais dos seguintes marcadores
estivessem presentes: pressao arterial sistémica > 159/109 mmHg, excrecao urinaria
de proteina maior que 4,9 g em amostra de 24 horas ou 3 a 4 + no exame qualitativo
de urina (EQU) de amostra randomizada, Sindrome HELLP, trombocitopenia,

epigastria, dor em quadrante superior direito, insuficiéncia hepatica, edema
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pulmonar, ou diagnostico de disturbio visual ou cerebral. As amostras das gestantes
sem SPE foram obtidas da mesma maneira que das gestantes com a patologia.
Dados perinatais como idade gestacional obstétrica, peso da placenta e do recém-

nascido também foram adicionados ao trabalho.

Foram excluidas do estudo pacientes com histéria de diabetes, doencas
renais, doenca hepatica, doenca infecciosa, gestacdo mdultipla e ruptura prematura
de membrana. Gestacdo normal com 1+ na urindlise sendo considerada positiva
para presenca de proteina e trabalho de parto prematuro também foram excluidos

do grupo controle. Todas as gestantes tiveram sorologia ndo reagente para HIV.

4.3 APROVACOES DO ESTUDO

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo Cientifica da faculdade de
Medicina/HSL-PUCRS, bem como pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS (N°
0527/07-CEP)(Anexo 1). Todas as participantes do estudo assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

4.4 COLETAS

Na hora do parto, foram coletados das gestantes 4 mL de sangue periférico
em tubo contendo EDTA como anticoagulante. Apds o parto, foi puncionado 4 mL de
sangue da veia do corddo umbilical e transferido para tubo contendo EDTA, e
dissecados da face materna da placenta cubos de 1 cm3 do centro de um cotilédone

localizado na metade da distancia entre o corddo umbilical e a extremidade do
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orgao. Este material foi lavado e colocado em criotubos contendo salina fosfatada
tamponada (PBS) e apds armazenado a —80°C. Os materiais coletados foram entéo
trazidos para o Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas,
sendo o sangue materno e do corddo umbilical centrifugados a 3.000 g por 10
minutos e estocados com a placenta a —80°C até o uso. As amostras de placenta
foram, ap0s o0 descongelamento a temperatura ambiente, maceradas e
homogeneizadas adicionando 200 ul de tampao de lise (10mM Tris-HCI (pH 7.5);
1mM MgCI2, 1mM EDTA (0.5 pH 8.0); 0.1 mM de fluoreto de fenilmetanosulfanil
100mM; 5mM de beta-mercaptoetanol, 0,5% de acido propanosulfonico 3[(3-
colamidopropil)dimetilaménio]; 10 % glicerol; 4gua bi-destilada, diluido para 2 mL de
PBS 1X. As amostras foram centrifugadas a 4.000 g durante 10 minutos a 5°C; o
sobrenadante foi estocado a — 80°C. As aliquotas de placenta foram submetidas a

dosagem de proteinas pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

4.5 ENSAIOS

A concentracdo de RANTES em placenta e plasmas materno e do cordao
umbilical foi verificada pelo teste imunoenzimatico ELISA de captura (Enzyme-
Linked Immunoabsorbent Assay) para humanos (R&D Systems Inc, Minneapolis,
MN-EUA). Nesta técnica, o anticorpo de rato anti-RANTES humano foi utilizado
como anticorpo de captura na pesquisa da proteina RANTES (antigeno), o anticorpo
humano biotinilado anti-RANTES humano foi utilizado como anticorpo de detecgéo,
a estreptavidina conjugada com peroxidase de rabano silvestre foi usada como
substrato e peroxido de hidrogénio como cromdgeno para desenvolvimento de cor e

consequente medida espectrofotométrica. Este método ELISA de captura ou
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sanduiche é descrito desta maneira por utilizar anticorpo de captura inicial e também
pelo fato do antigeno (RANTES) ficar no meio de dois anticorpos como um

sanduiche conforme esquema na Figura 3.

substrato

Bio Strep

//m\

Microplacas ELISA

Fonte: Adaptado de EPITOMICS® Company Cat. 6112-1.

Figura 3 — Etapas da metodologia de ELISA por captura (sanduiche). Legenda: Ac-cap (Anticorpo de
captura); Ac-det (Anticorpo de detecc¢éo); Bio (Biotina); Strep (streptavidina); Perox
(peroxidase) e crom (cromogéno).

A escolha de RANTES como citocina investigada advém das evidéncias da
literatura, o papel das mesmas na resposta vascular e a diferenca desta quimiocina
constatada em estudo de rastreamento realizado em Jackson, Mississipi, Estados
Unidos (dados nao publicados) nos mesmos tipos de amostras investigadas no
presente estudo. Os ensaios foram desenvolvidos em microplacas conforme
recomendacao do fabricante (Anexo 3). A intensidade da coloracéo foi medida em
450 nm utilizando-se um leitor de placa de ELISA. Para a validacéo do ensaio, foram

realizados testes de diluicio em amostras de placenta e plasma materno e do
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corddo umbilical, tanto de SPE como de gestantes normais. Este procedimento foi
feito para verificar qual a diluicdo que deveriam sofrer as amostras, considerando
que o valor medido estivesse dentro do intervalo de linearidade da curva de
calibracdo. As diluicdes em reagente diluente fornecido pelo kit ELISA foram: plasma
materno 1:128; placenta 1:50 e plasma do corddo umbilical 1:300 vezes. A
sensibilidade do teste ELISA utilizado esta entre 10 e 1000 pg/mL. ApOs 0S ensaios,

os valores medidos foram multiplicados pelo respectivo fator de diluic&o.

ApoOs a realizacdo dos testes de diluicdo, foram feitos ensaios para
determinar o coeficiente de variacdo intra e inter-ensaio para dois avaliadores. Para
estimar o coeficiente intra-ensaio, verificou-se nos trés tipos de amostras incluidas
no estudo, trés medidas de trés pacientes (2 SPE e 1 gestante normal) em triplicata,
obtendo-se um coeficiente de 9 % para um dos avaliadores e 12 % para 0 outro;
valores obtidos pelo calculo da média entre as triplicatas das trés medidas nas trés
amostras de cada paciente. Estes procedimentos foram repetidos por trés dias
consecutivos para os dois avaliadores também, alcancando o coeficiente de

variacao inter-ensaio, o valor de 5 % para o avaliador 1 e 10 % para o dois.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada no programa Statistical Package for Social
Sciences versao 17.0 (SPSS,17.0) para Windows. As variaveis continuas foram
descritas por medidas de tendéncia central e dispersao (média e desvio-padrao ou
mediana e intervalo interquantil). Nas comparacfes entre os dois grupos foram
empregados os testes t de Student ou U de Mann-Whitney. O teste do Qui-quadrado

foi utilizado nas comparacdes das variaveis categoricas. Para as correlagdes entre
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variaveis quantitativas de distribuicdo paramétrica foi utilizado o coeficiente de
correlacdo de Pearson, com significancia determinada pelo teste t de Student.
Correlacbes entre variaveis nao-paramétricas foram testadas pelo teste de
correlacdo de Spearman. Teste do Qui-quadrado seguido do Teste Exato de Fischer
e Teste de Kruskal-Wallis foram usados para avaliar dependéncia entre variaveis

nao paramétricas. O nivel de significancia considerado foi de 0,05.

4.7 FOMENTO

O projeto recebeu apoio financeiro do CNPq (Edital Universal). O Grupo de
Pesquisa da Faculdade de Medicina e o Laboratério de Nefrologia do Instituto de
Pesquisas Biomédicas da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
recebem apoio do CNPg, CAPES, FINEP, FAPERGS, Ministério da Saude,

Secretaria de Ciéncia e tecnologia do RS e da PUCRS.
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5 RESULTADOS

O Anexo 6 apresenta o artigo contendo os principais resultados encontrados
no presente estudo. O artigo foi submetido ao periddico Obstetrics and Gynecology,

estando sob apreciagéo dos revisores.

A Tabela 1 resume as caracteristicas clinicas e demograficas dos recém-
nascidos e das mulheres com gestacdo normal e SPE. Idade materna, idade
gestacional obstétrica, paridade, parto normal, raca, pressdes sanguinea diastélica e
sistdlica, peso da gestante, glicemia, IMC (ajustado pela idade gestacional), peso do
recém-nascido, peso da placenta, Apgar 1 e 5 minutos ap6s nascimento e

classificacdo do tamanho do recém-nascido foram comparados entre 0s grupos.

BN

A ldade gestacional foi menor na SPE comparada a gestagdo normal.
Pressdes arteriais diastélica e sistélica foram maiores na SPE. Os pesos de RN de
gestantes com SPE foram menores comparados com os pesos de RN de gestantes

normais.
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Tabela 1 - Dados clinicos e demograficos dos recém-nascidos e das gestantes.

Gestacdo Normal Sindrome de P
Pré-eclampsia
(n=36) (n=33)

Idade Materna (anos) 25,6+5,2 26,3+6,7 0,617
Idade Gestacional Obstétrica 39,5+1,5 36,0+4,5 <0,001*
(semanas)
Primiparidade: n (%) 16 (44,4) 23 (69,7) 0,109
Parto Normal: n (%) 26 (72,2) 8 (24,2) <0,001**
Caucasiana: n (%) 18 (52,9) 20 (60,6) 0,818
Presséo Arterial Sistélica 116,7+10,6 156,6+18,6 <0,001*
(mmHg)
Presséo Arterial Diastolica 74,5+7,3 100,8+14,3 <0,001*
(mmHg)
Peso Materno(kg) 76,7+17,6 80,2+15,6 0,411
indice de Massa Corpérea 29,7+5,3 30,6+4.7 0,480
(Kg/m?)
Categoria de indice de Massa 0768
Corpérea

Peso Normal: n (%) 13 (37,1) 10 (33,3)

Sobrepeso Discreto: n (%) 11 (31,4) 10 (33,3)

Sobrepeso Severo: n (%) 7 (20,0) 4(13,3)

Obesidade: n (%) 4(11,4) 6 (20,0)
Glicemia (mg/dL) 76,617,4 76,0+£10,9 0,812
Peso do Recém-nascido(g) 3.397,4+464,7 2.683,0+1,014,8 <0,001*
Peso da Placenta(g) 644,1+148,3 575,2+187,9 0,097
indice de Apgar (1" minuto) 8,1+1,7 7,5+1,7 0,152
indice de Apgar (5° minuto) 9,1+1,8 8,8+1,1 0,421
Classificacdo do Recém- 0029
nascido '

AIG, n (%) 27 (75,0) 26 (83,9)

GIG, n (%) 9 (25,0) 2 (6,5)

PIG, n (%) 0 3(9,7)

quadrado seguido por Teste Exato de Fisher.
* Estatisticamente significativo.
AIG, GIG e PIG: Apropiado, Grande e Pequeno para a idade gestacional, respectivamente.
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A Figura 4 mostra que mulheres com SPE tiveram concentracfes
plasmaticas (96,7+25,1 ng/dL vs 42,8+17,8 ng/dL) e placentarias (210,0+£85,8 ng/g
proteina vs 14,2+4,2 ng/g proteina) de RANTES significativamente maiores que
mulheres com gestacdo normal (p<0,001). O plasma do corddo umbilical de recém-
nascidos de mulheres com PE mostrou niveis diminuidos de RANTES comparado ao
plasma do corddo umbilical de recém-nascidos de gestantes normais (21,1 ng/dL [p

25: 11,2 -P 75: 30,1] vs 198,8+24,2 ng/dL; p<0,001).

400 400

P< 0,05
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o b , 250 F
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Figura 4 - Niveis de RANTES no plasma do corddo umbilical, plasma materno e placenta.

Houve uma correlacao significativa entre a idade gestacional obstétrica e os
niveis de RANTES na placenta, plasma materno e plasma do corddo umbilical de
ambos os grupos, gestacédo normal e SPE (Pearson r= -0,378 p=0,01; Pearson r= -

0,394 p=0,01 e Spearman r= 0,432 p<0,01 respectivamente). A correlagdo foi
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perdida quando ajustada pela regresséo linear multipla por classes (gestacdo normal

e SPE)(p<0,14) conforme Figuras 5,6 e 7.
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Figura 5 - Correlacéo entre niveis de RANTES na placenta e idade gestacional obstétrica.
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Figura 7 - Correlacé@o entre niveis de RANTES no plasma materno e idade gestacional obstétrica.

A concentracdo de RANTES na placenta apresentou correlagéo positiva com
a concentracdo de RANTES no plasma materno (Correlacdo de Pearson r= 0,697;
p<0,001). Este estudo mostrou correlagbes negativas consistentes nos niveis de
RANTES entre as amostras maternas e do RN através das correlacbes de
Spearman entre o plasma materno (r= -0,751; p<0,001) e a placenta (r= -0,818;

p<0,001) correlacionados com o plasma do corddo umbilical, conforme Tabela 2.
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Tabela 2 - Correlagédo de RANTES entre plasma materno, plasma do cordao
umbilical e placenta.

RANTES PLASMA MATERNO CORDAO UMBILICAL

Placenta r=0,697 (Pearson) r=- 0,818 (Spearman)
p<0,001 p<0,001

Plasma materno r=-0,751 (Spearman)
p<0,001

A probabilidade da distribuicdo do tamanho do RN para a idade gestacional
ter acontecido por acaso foi de somente 3% - isto se refere a distribuicdo da
classificacdo dos recém-nascidos na SPE comparado com a gestante normal, pois
somente no grupo SPE ocorreram RN pequenos para idade gestacional (p=0,028 na

Tabela 1).

Apesar dos niveis de RANTES nos locais estudados ndo estarem
associados ao IMC das gestantes neste trabalho, ha uma tendéncia nao
significativa, de aumento de RANTES no plasma materno com o aumento do IMC
das gestantes conforme Figura 8. Nenhuma associacdo foi detectada entre o

RANTES da placenta ou plasma do cordao umbilical com o IMC (Figuras 9 e 10).
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Figura 8 - RANTES no plasma materno conforme classificacdo do IMC das gestantes. Gestantes
foram divididas em 4 grupos de acordo com IMC para gestantes (gréfico na pagina 14 do
texto Indice de Massa Corporal acessado em 26 de abril de 2011 (em
http://sites.google.com/site/imc22indicedemassacorporal/)): gestantes com peso
normal(IMC entre 18,5 e 24), sobrepeso moderado (IMC entre 24,01 e 30), sobrepeso
severo (IMC entre 30 e 34) e obesidade (IMC entre 34,10 e 36,2).
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Figura 9 - RANTES no tecido placentario conforme classificacdo do IMC das gestantes.
Gestantes foram divididas em 4 grupos de acordo com IMC para gestantes (grafico na
pagina 14 do texto indice de Massa Corporal acessado em 26 de abril de 2011(em
http://sites.google.com/site/imc22indicedemassacorporal/)): 1 sdo gestantes com peso
normal(IMC entre 18,5 e 24), 2 sobrepeso moderado(IMC entre 24,01 e 30), 3 sobrepeso
severo (IMC entre 30 e 34) e 4 obesidade (IMC entre 34,10 e 36,2).
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Figura 10 - RANTES no plasma do corddo umbilical conforme classificagdo do IMC das

gestantes. Gestantes foram divididas em 4 grupos de acordo com IMC para gestantes
(gréfico na pagina 14 do texto indice de Massa Corporal acessado em 26 de abril de
2011(em http://sites.google.com/site/imc22indicedemassacorporal/)): gestantes com
peso normal(IMC entre 18,5 e 24), sobrepeso moderado(IMC entre 24,01 e 30),
sobrepeso severo (IMC entre 30 e 34) e obesidade (IMC entre 34,10 e 36,2).
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sugerem uma diferenga na resposta inflamatoria
entre a mée e o RN, estabelecendo um perfil distinto da quimiocina RANTES em
ambas as condi¢cdes, SPE e gestacdo normal. De fato, hd uma correlacao
consistentemente negativa dos niveis de RANTES entre amostras maternas (plasma
materno e placenta) e amostra fetal (plasma do corddo umbilical). Os achados deste
trabalho sobre os niveis de RANTES em amostras maternas (plasma materno e
placenta) contribuem para a hipétese da resposta inflamatéria materna aumentada
na PE (Redman et al, 1999), considerando 0 aumento estatisticamente significativo
dos niveis de RANTES das gestantes com SPE comparados com as gestantes
normais. Este estudo, além de corroborar para a hipétese inflamatéria da PE através
do perfil materno desta molécula, vai ao encontro das publicacbes que associam
esta quimiocina aos distintos processos inflamatérios amplamente investigados
(Wiedermann et al, 1993; Gonzalo et al, 1996; Von Luettichau et al, 1996; Chihara et
al, 1997; Hornung et al, 2001; Marcella et al, 2003; Kalur et al, 2007; Chun-Li F,

2009; Saad-EI-Din Bessa et al, 2012).

A maior diferenca, estatisticamente significativa, entre os niveis de RANTES
nos locais estudados, ocorreu na placenta de gestantes com SPE em relacdo aos
niveis placentarios de gestantes normais, consoante com estudos prévios de que a
PE é originada na placenta, a qual libera fatores citotoxicos na circulagdo materna

promovendo disfuncdo endotelial e a manifestacdo clinica da sindrome (Redman,
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1991; Dekker e Sibai, 1998; Redman et al, 1999; Borzychowski et al, 2006; Mutter e

Karumanchi, 2008).

O RANTES € considerado a quimiocina inflamatdoria mais altamente
induzivel nas células trofoblasticas por Nakada e colaboradores (2009). A limitada
invasdo endovascular citotrofoblastica nas artérias uterinas espiraladas e a
disfuncéo celular endotelial sédo duas condi¢cbes fundamentais na patogénese da PE,
ainda que sua etiologia permaneca desconhecida e 0s mecanismos responsaveis
pela patogénese pouco compreendidos (Dekker e Sibai, 1998; Xia e Kellems, 2009).
A baixa invasao trofoblastica nas artérias espiraladas uterinas esta fortemente
associada as principais linhagens celulares mais influenciadas pela guimiotaxia e
ativacdo de RANTES, as quais séo predominantes na decidua no inicio da gestacao.
Esse conjunto de fatores pode levar a limitada placentacdo resultando em hipdxia
placentaria e liberacdo de fatores citotdxicos, citocinas e quimiocinas que promovem
dano nas células endoteliais maternas com promocao de disfuncdo endotelial
(Dekker e Sibai, 1998; Mutter e Karumanchi, 2008; Sharma et al, 2010); responsavel
pelas manifestacbes clinicas como hipertensdo arterial sistémica e proteinaria
(Dekker e Sibai, 1998; Borzychowski et al, 2006; Mutter e Karumanchi, 2008;

Williams et al, 2009; Sharma et al, 2010).

Apesar da limitada placentacéo ser responsavel pela PE precoce, nem todos
0s casos de PE estdo associados a esse fato (Dekker e Sibai, 1998; Redman et al,
1999; Sharma et al, 2010). Inflamagéo crénica encontrada em outras doencas como
hipertenséo e diabetes também promove disfuncdo endotelial contribuindo para o
desenvolvimento de PE por estresse oxidativo da placenta pela presenca de radicais
livres gerados nestas patologias inflamatdrias, as quais estdo associadas a PE

tardia. Estresse oxidativo e excessiva liberacdo de sFlt-1 pelo sinciotrofoblasto, sob
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hipoxia placentaria, podem estar envolvidos na etiologia da PE segundo alguns

autores (Mutter e Karumanchi, 2008; Redman e Sargent, 2009).

Estudos como os de O’'Brien e colaboradores (2003) e de Mostello e
colaboradores (2008) relataram uma associacdo positiva entre o risco de PE e o
aumento do IMC durante a gestacdo, sendo o sobrepeso e a obesidade prévia a
gestacdo importantes fatores de risco a PE (Walsh, 2007; Ovesen et al, 2011).
Apesar de ambos, obesidade e PE, estarem associados com marcadores
inflamatorios aumentados como PCR, TNF-q, IL-6, e IL-8 (Walsh, 2007), no presente
estudo o IMC néo teve nenhuma correlagdo significativa com os niveis de RANTES
nas 69 gestantes estudadas, ao contrario dos estudos de O’Brien e colaboradores

(2003) e de Mostello e colaboradores (2008).

A expressao materna de RANTES no plasma e na placenta de gestantes
com PE no presente trabalho poderia ser explicada por diversas moléculas
inflamatdrias envolvidas na sua expressao genética, sintese e liberacdo. Benyo e
colaboradores (2001) demonstraram que a placenta humana, sob condi¢gbes
reduzidas de oxigénio apresenta elevada producédo de TNF-a e IL-1B, ja os niveis
circulantes de TNF-a, IL-1B e IL-6 estdo aumentados em mulheres com PE. Além
disso, h4 entendimento de que as citocinas inflamatérias TNF-a e IL-13 podem
produzir disfuncdo endotelial (Benyo et al, 2001). Marfaing-Koka e colaboradores
mostraram cultura de células endoteliais produtoras de RANTES ao estimulo de
citocinas inflamatérias como TNF-a e IFN-y, principalmente por aumentar a
quantidade de RANTES mRNA celular. Vale lembrar o fato de que as células NK,
altamente envolvidas no processo de implantacdo, sob estimulo de IL-2, induzem a
forte producdo de IFN-ye TNF-a, ambas moléculas envolvidas na sintese e

liberacdo de RANTES (Von Rango et al, 2001; Terme, 2005). Além disso, Scaife e
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colaboradores (2006) demonstraram que os linfocitos CD8" na decidua, no inicio da
gestacdo normal, sdo capazes de funcdo citolitica e representam uma fonte
potencial de IFN-y que poderia afetar a invaséo trofoblastica, sendo estes linfocitos

as principais células recrutadas por RANTES.

Chun Li e colaboradores (2009) demonstraram em um experimento dose-
resposta, que a expressdo de RANTES e a sua atividade quimiotéxica para

mondcitos aumentaram apds estimulo de IL-1B em células do estroma endometrial.

Ao contrario dos resultados do presente estudo, Jonsson e colaboradores
(2006) ndo encontraram diferengas nos niveis séricos de RANTES entre gestantes
normais e gestantes com PE. Os autores dosaram um espectro de citocinas por
sistema mudltiplo no soro, enquanto que a presente investigacao avaliou RANTES
pelo método ELISA em plasma. No presente trabalho, apesar das gestantes com
SPE apresentarem idade gestacional diminuida em relacdo a gestantes normais,
nao houve influéncia nos valores de RANTES, fato que reduz a possibilidade de

viés, no estudo de Jonsson e colaboradores (2006) ndo houve esta diferenca.

Athayde e colaboradores (1999) demonstraram que a concentracdo de
RANTES no fluido amnidtico diminui com o avanco da idade gestacional. No
presente estudo, verificou-se que a correlacdo dependente dos niveis de RANTES,
tanto placentario quanto plasmatico, e a idade gestacional na PE e gestacado normal

foi perdida quando o ajuste por regressao linear multipla por classes foi aplicado.

Os niveis de RANTES no corddo umbilical sdo controversos, pois enquanto
Matoba e colaboradores (2009) relataram que os niveis de RANTES no cordao

umbilical ndo estdo associados a idade gestacional, Dammann e colaboradores

(2001) mostraram niveis elevados de RANTES no corddo umbilical em idade
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gestacional baixa. Os niveis de RANTES encontrados no corddo umbilical dos RN
de gestantes com SPE no presente estudo estdo em sintonia com os achados de
Takahashi e colaboradores (2010). Os autores demonstraram uma forte correlacéo
entre as citocinas com perfil Thl e relataram uma diminuicdo da expressdo Thl
nesse tecido. Hariharan e colaboradores (2000) também mostraram producao
diminuida de RANTES em mononucleares do corddo umbilical de RN comparado

com mononucleares do sangue periférico de adultos.

Intrigante foi o resultado aumentado de RANTES encontrado no cordao
umbilical dos RN de gestantes normais comparado com o plasma de ambas as
gestantes, normais e com sindrome de pré-eclampsia, pois além das citocinas no
corddo umbilical carecerem de um maior nimero de publicacdes, RANTES é menos
explorado ainda. Os resultados mostraram também a condicdo inflamatéria no
corddo umbilical de gestantes. Os resultados encontrados pelo presente trabalho
mostram um comportamento distinto anti-inflamatério na SPE, e inflamatério na
gestacdo normal para a quimiocina no cordao umbilical dos RN de ambas as
condicdes. A correlacdo negativa de RANTES encontrada neste estudo entre as
amostras maternas e dos RN mostra um perfil inflamatério oposto na placenta e
plasma materno em relacdo ao plasma do corddo umbilical. Corroborando com
nossos resultados, Takahashi e colaboradores (2010) relataram niveis de IL-1B e
IFN-y, dentre outras citocinas proinflamatorias, diminuidos no corddo umbilical

(Takahashi et al, 2010).

IL-18 e IFN-y tém sido envolvidas na expressédo, producéo e liberagéo de
RANTES numa ampla variedade de tecidos (Marfaing-Koka et al, 1995; Benyo et al,
2001; Chun-Li F, 2009; Takahash et al, 2010). As citocinas Thl estdo em niveis

relativamente baixos comparado com outros tipos de citocinas no corddo umbilical
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(Takahashi et al, 2010). Hariharan e colaboradores relataram uma menor producao
de RANTES nas células mononucleares do corddo umbilical comparado com as

células mononucleares do sangue periférico de adultos (Hariharan et al, 2000).

Os resultados apresentados mostraram concentragcbes de RANTES
elevadas no plasma do corddo umbilical de RN de gestantes normais comparadas
com as gestantes com SPE, sugerindo que a gravidez por si mesma apresente-se
como uma condicédo inflamatdria também para o feto. Observou-se na SPE um perfil
inflamatoério  diminuido através da quimiocina RANTES, sugerindo um
comportamento fetal diferente da gestacdo normal, talvez com o propdsito de evitar
a participacdo de mais fatores adversos que levassem a interrupcdo precoce da

gestacao.

O presente trabalho investigou mediadores desta sindrome inflamatéria.
Critérios de exclusdo rigidos foram adotados rejeitando pacientes com qualquer
patologia associada. De fato, condi¢cdes associadas com maior risco de PE, como
diabetes, doenca renal e outras podem constituir uma limitacdo do presente estudo.
Por outro lado apresenta resultados que parecem ser relevantes especificamente
para este distlrbio hipertensivo. A diferenca nas idades gestacionais entre SPE e
gestacdo normal pode ser considerada como maior fonte de viés, apesar de que a
correlacdo associando ambas as variaveis foi perdida quando ajustada para classe.
A importancia deste estudo € o fornecimento de informac¢des novas, investigando
RANTES simultaneamente no tecido placentario, pasmas materno e do cordao

umbilical, estabelecendo o perfil desta citocina na PE e gestacéo normal.
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7 CONCLUSAO

Os niveis de RANTES na placenta e no plasma de gestantes com SPE
foram significativamente maiores quando comparado com gestantes normais.

Os niveis de RANTES no plasma do corddo umbilical de RN de gestantes
com PE foram significativamente menores quando comparados com RN de
gestantes normais.

Houve uma correlacdo positiva, estatisticamente significativa, entre a
concentracdo de RANTES na placenta e no plasma materno.

Houve uma correlagcdo negativa, estatisticamente significativa, entre as
amostras maternas (plasma e placenta) e o plasma do cordao umbilical.

Este estudo mostrou, pela primeira vez, o perfil de RANTES analisado de
maneira simultdnea na placenta e plasmas materno e do corddo umbilical,
evidenciando diferencas entre suas concentracdes entre 0s grupos de gestantes
com e sem SPE.

Os resultados encontrados nas amostras maternas apoiam a ideia de PE ser
uma manifestacao Thl.

Os resultados de RANTES no plasma do corddo umbilical de RN de
gestantes com PE indicam uma atividade menos inflamatéria comparados com RN
de gestantes normais e mostram uma correlagcdo inversamente proporcional aos
niveis de RANTES nas amostra maternas, em ambas as condicdes.

Os niveis de RANTES neste estudo ndo sofreram influéncia do IMC das

gestantes e da idade gestacional obstétrica.
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ANEXO 1 - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

2 - Aprovagdo do Projeto “Citocinas na Pré-eclampsia” no CEP da
PUCRS.

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA FM PESQUISA

Oficio 0523/07-CEP Porto Alegre, 14 de maio de 2007.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS

apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 06/03460 intitulado:
“Citocinas na pré-eclampsia”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da
presente data,

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser
encaminhados a este CEP.

Atenciosamente,

limo(a) Sr(a)
Dr{a) Bartira Ercilia Pinheiro da Costa
N/Universidade

‘ Campus Central
HERS Av. Ipiranga, 6690 - 3%9andar — CEP: 90€10-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cop@pucrs.br
WWW.pucrs,br/prppg/cep
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

LINHA DE PESQUISA EM NEFROLOGIA:

ENFOQUE NA GESTACAO E PRESSAO ARTERIAL
TCLE aprovado pelo CEP em 31/05/2005 (OF N® 440/05)-CEP ¢ aprovado pelo CONEP registro 11972

Pesquisadores Responsiaveis: Bartira Ercila Pinheiro da Costa, Carlos Eduardoe Poli de
Figueiredo, Domingos Otavio L d’Avila, Ivan Carlos Ferreira Antonello, Jodio Piffero Steibel.

Entrevistador da Equipe de Pesquisa:

Nome da paciente:

SOBRE A PESQUISA: A presente linha de pesquisa avalia aspectos da gravidez, como pressdo
sanguinea e pressdo alta na busca do aumento do conhecimento, alivio do sofrimento e melhora da
saude de mulheres e criangas. Esta Linha de Pesquisa € parte do Programa de Pds-graduacio em
Medicina e Ciéncias da Saude da Faculdade de Medicina e do Laboratorio de Nefrologia do Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

Nos estudos serfo avaliados diversos aspectos que podem influenciar na doenca, tais como: marcadores
presentes no sangue, na wina, na placenta ou em tecidos; funcdo dos vasos sangiiineos; funcio das
células; fungdo de orgéos, como os rins; sensibilidade gustativa ao sal; e fatores genéticos.

A 1dé1a é estudar fatores que possam ser importantes para a ocorréncia da doenga pré-eclampsia, que € a
elevacdo da pressdo arterial na gestagio com perda de proteina na urina. Estes testes poderdo ajudar a
diagnosticar as pessoas em risco ou com esta condi¢fo, ou eventualmente auxiliar na formulacdo de
novos tratamentos.

O QUE SERA FEITO: Vocé sera convidada para uma entrevista com um dos membros da equipe de
pesquisa. O pesquisador lhe dira de que se trata a linha de pesquisa e o estudo que estd sendo oferecido.
Entdo sera perguntado se deseja participar da pesquisa.

Caso concorde, apos assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, serfio perguntados
dados de sua historia médica, coletado um volume de sangue venoso e/ou urina antes e depois do parto,
além das coletas dos exames de rotina. Alguns dos estudos desta linha de pesquisa avaliam outros
aspectos e também podera ser coletado amostra de sangue do corddo umbilical apés o parto e amostra
da placenta, e/ou avaliagdo da fungdo dos vasos por ecografia, e/ou medida da sensibilidade gustativa
ao sal. Em alguns estudos, sdo avaliados a presenca de marcadores genéticos. Os genes a serem
estudados sfo extraidos do sangue ou da placenta, tentando 1dentificar especificamente os possivels
causadores desta doenga. Apds o parto vocé poderd ser convidada a realizar acompanhamento clinico
com o grupo no ambulatério Nefrologia. Este grupo atende e acompanha pacientes com hipertensio
arterial sistémica, doen¢a hipertensiva da gestacdo (entre elas pré-eclampsia). As mulheres que
desenvolvem complicacio durante a gestacdo, tém um maior risco de doencas vasculares no futuro. A
1dé1a do grupo é de acompanhar estas mulheres, a longo prazo, com a finalidade de observar a evolucio,
detectar fatores de risco ou smnais de doenca, encaminhando a prevencdo e/ou tratamento destes. Meses
apos o parto, podera ser solicitado um exame de cintilografia renal que visa detectar a presenca de
cicatrizes no rim de mulheres em risco (cicatrizes sdo mais comuns em mulheres que desenvolveram
hipertensio na gestacdo). Estas avaliacdes ndo interferiro nas suas avaliagdes e cuidados rotmerros.

O matenial biologico da pesquisa sera coletado e congelado até a analise pelos colaboradores do
Laboratério de Nefrologia da PUCRS. Os resultados serfo publicados em revistas de circulagio no
meio médico e em CoONgressos.

Para que os estudos possam ser realizados, € necessario que vocé faga a opc¢éo autorizando ou nfo a
coleta dos diferentes materiais ou realizacio dos exames:

Acompanhamento ambulatorial: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAQ).
Urina: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Placenta: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAQ).
Sangue: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Sangue do Cordiio Umbilical: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
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Ecografia dos vasos: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Analise genética: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Cmtilografia renal: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Sensibilidade Gustativa ao Sal: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

*0OBS.: Nem todos os testes acima serdo necessariamente realizados.

CONFIDENCIAILIDADE: Os registros serfio mantidos em segredo.

MATERIAL EM ESTUDO E ARMAZENAMENTO: O material podera ser utilizado apenas para
esta pesquisa, ou também ser armazenado para emprego em futuros estudos. E necessario que vocé faga
a op¢do autorizando ou ndo o armazenamento para emprego futuro: AUTORIZO (Favor
escrever SIM ou NAQ).

Se houver possibilidade de fazermos novas analises com o material coletado, sera novamente solicitada
a aprovacio das Comissdes de Etica em Pesquisa para realizar a avaliacio adicional. Os estudos sio
desenvolvidos de forma anémima. Os resultados da pesquisa estarfio disponiveis a vocé em qualquer
momento por qualquer motivo. Questionamos se vocé gostaria de ser comunicada sobre o resultado do
estudo. E necessério que vocé faga a opcdo escrevendo SIM ou NAO: QUERO SABER
DO RESULTADO DA PESQUISA.

RISCOS E BENEFICIOS: Os riscos ou desconfortos dessa pesquisa sdo considerados minimos_ Este
estudo ndo lhe trara nenhum tipo de discriminagdo individual ou coletiva. A presente pesquisa se
propde a colaborar com o conhecimento sobre a gestacdo e suas doengas relacionadas com o controle da
pressdo arterial, ndo trazendo beneficios diretos para as pacientes participantes.

LIBERDADE: A sua participagdo na pesquisa € totalmente voluntaria e vocé pode desistir a qualquer
momento, sem prejuizo do tratamento e sem a necessidade de explicar o motivo.

Eu, fn informada pelo(a)
dos objetivos e justificativas dessa
pesquisa de forma bem clara e detalhada. Recebi informacdes sobre cada passo que estare1 envolvida.
Todas as munhas diovidas foram respondidas com clareza, e sei que poderei solicitar novos
esclarecimentos a qualquer momento. Estou ciente que as mformacdes por mum fornecidas serdo
mantidas em segredo e usadas somente conforme opgio acima. Fui informada que se existirem danos a
minha saide, causados diretamente pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indemzacio,
conforme estabelece a le1. Também se1 que ndo tere1 nenhum custo que seja relacionado a pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre este trabalho, posso chamar os pesquisadores pelos seguintes telefones
(051) 33367700, 33369599, ou 3320 3000 - Ramais 3174 ou 2344, para qualquer divida como
participante deste estudo.

Esta pesquisa tem aprovacdio do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS. Sob as condicdes acima
mencionadas, concordo em participar do presente estudo. Declaro que recebi copia do presente Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovando-o e assinando-o apos 1é-lo com todo o cwmdado
possivel.

Porto Alegre, de de

Paciente ou Responsavel Investigador
CI CL/CRM
*EQUIPE PARTICIPANTE: Bartira Costa, Carlos E Poli de Figueiredo, Domingos d’Avila, Ivan
Antonello, Jodo Steibel, Giovani Gadonski, Marta Hentschke. Carolina Mohr. Samantha Dieckel.
Anna Laura Grings. Christian Drebes, Paula Ternus, Rodrigo F Alves, Rodrigo Pasqua, Augusto
Kreling Medeiros, Fernanda Caruso, Lidiane Bernardy, Luciana Cioffi, Luis fernando Spinelli e Thaina
Marina .
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ANEXO 3 - PROTOCOLO DE ENSAIO DE RANTES

CALCULATION OF RESULTS

Avem?o the duplicate readings for each standard,
control, and sample and subtract the average zero
standard optical density.

Create a standard curve by reducing the data using
computer software capable of generating a four
parameter logistic (4-PL) curve-fit. As an alternative,
construct a standard curve by plotting the mean
absorbance lor each standard on the y-axis agalnst
the concentration on the x-axis and draw a best fit
curve through the cints on the graph. The data may.
be linearized by plotting the log S the RANTES
concentrations versus the log of the 0.D. and the best
1it line can be determined by regression analysis, This
procedure will produce an adequate but less precise fit
of the data. If samples have been diluted, the
concantration read from the standard curve must be
multiplied by the dilution factor.

TYPICAL DATA

This standard curve is only for demonstration
purposes,

A standard curve should be generated for each set of
samplos assayad.

The graph below represents typical data nenstalsd
when using this human RANTES DuoSet. The

standard curve was calculated using a wmpuwr
generated 4-PL curvefit.

human RANTES DuoSet

Optical Density

satal
10 100 1000
human RANTES Conceniration (pa/mL)

MATERIALS PROVIDED

Bring all reagents to room temperature before use.

Capture Antibody (Part 840216, 1 vial) - 360 ug/mL

of mouse anti-human RANTES when reconstituted with
0.6 mL of PBS. After reconstitution, store at 2 - 8¢ C for
up 10 60 days or aliguot and store at -20° C to -70° C In
a manual defrost freezer for up to 6 mcnlhs Dilute to a

working concentration of 1.0 ug/mL in PBS, without
carrier protein.

Detection Antibody (Part 840217, 1 vlnl) 7 2 pg/ml.

of blotinylated goat anti-human RANTES wI

reconstituted with 0.5 mL. of Reagent Dlluenl (see

Solutions Requlved section). After reconstitution, store
at 2 - 8 C for up to 60 days or aliquot and store at

-20° Cto-70° C ina manual defrost freezer for up to

6 months.’ Dilute to a warking concentration of

20 ng/mL in Reagent Diluent.

Standard (Part 840218, 1 vial) - 50 ng/mL of
recombinant human RANTES when reconstituted with
0.5 mL of Reagent Diluent (see Solutions Required

section). Allow the standard to sit for a minimum of

15 minutes with gentle agitation prior to making
dilutions. Store reconstituted standard at 2 - 8” C for up.
10 60 days or aliquot and store at -70° G for up to

6 months.’ A seven point standard curve using 2-fold
sarial dilutions in Reagent Diluent, and a high standani
of 1000 pg/mL is recommended.

Streptavidin-HRP (Pan 890803, 1 vial) - 1.0 mL of

Store at 2 - 8° C for up lo 6 months after initial use,”
DO NOT FREEZE. Dilute to the working concentration
specified on the vial label ualng Reagent Diluent (see
Solutions Required section).”

SOLUTIONS REQUIRED

PBS - 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM NagHPOs,
1.5 mM KHzPO4, pH 7.2 - 7.4, 0.2 um filtered.

Wash Buffer - 0.05% Tween® 20 in PBS, pH 7.2 - 7.4
(R&D Systems Catalog # WA126).

Reagent Diluent' - 1% BSA® in PBS, pH 7.2 - 7.4,
0.2 um filtered (R&D Systems Catalog # DY99S).
Quality of BSA is critical (see Technical Hints).
Substrate Solution - 1:1 mixture of Color Reagent A
(H202) and Color Reagent B (Tetramethylbenzidine)
(R&D Systems Catalog # DY999)

Stop Solution - 2 N H; St

(R&D Systems Catalog # DV984)

Twaon i3  ragistered trademark ol IC1 Americas.

~o

SPECIFICITY

The following factors prepared at 50 ng/ml. were
assayed and exhibited no cross-reactivity or
Interference.

lecombinant Recombinant
iman; mouse:
GROu MIP-1a MIP-1ct
L8 MIP-18 MIP-1p
MCP-1

A sample containing 6250 pg/mL of rocomnmanl
mouse RANTES reads as 630 pg/mL
(10% cross-reactivity).

CALIBRATION

This DuoSet s calibrated against a highly purified
E. coli-expressed recombinant human RANTES
produced at R&D Systems.

NC than cell each
ok Soveiop A yasa

lwﬂu! sartg Wit PBY P5S 5 uglumnimwﬂhm 0% futal cai
im. The diuort mugt nat

Anmxsuy x

d 1o diute the Detection
reptavicinHAP.
sults muyv--y uuo 1o ditterences In technique,

plaaticware and waio
’Pmmd mlu is wmm lion date of the kit.
“Allow all sit for @ minimum of 16 minutes with
gente so |ulmlon o i foconeitoion. Warking Ghutions sould

used Immadiatoly.

Sall buum nnmllnlng BSA mustbe stored a1 2 - 8° C.
'Cenlur Fua Plato (Costar c-. n am or am Systems

oma ELISA Prate
o (RN o BYR e asd ave

FOR RESEARCH USE ONLY.
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GENERAL ELISA PROTOCOL

Plate Preparation

. Dilute the Capture Antibody to the worklng
concentration in PBS without carrier protein.
lmmsdmlely coat a 96-well microplate
per well of the diluted CaF&ure Antibody. Seal the
plate and incubate overn

. Aspirate each well and wash with Wash Buffer,

»

mpeﬂlln the process two times for a total of three
ashes, Wash by filling each well with Wash Buffer

(400 ul) using a squln bottle, manifold dispenser
or autowasher. Comj

step Is essential for good performance. After the
last wash, remove! Y remalning Wash Buffer by
aspirating or by inverting the plale and blotting I(
against clean paper towels.

©

to each well. Incuba(e at room temperature for a
minimum of 1

. Repeat the aaplrnuonlwnuh as in step 2, The
plates are now ready for sample addition.

Assay Procedure

1. Add 100 ul. of sample or standards in Reagent
Diluent, or an appropriate diluent, per well. Cover
with an adhaulve strip and Incubate 2 hours at
room tempera

t ;epaat the asplrmlonlwash as in step 2 of Plate
repar

Add 100 uL of the Detection Antibody, diluted in

Reagent Diluent, to each well. Cover with a new

adhesive suip and incubate 2 hours at room

temperature

Eepaal the asplmnon/wush as In step 2 of Plate
reparal

Add 100 uL "ol the warking dilution of

Slreglavluln -HRP to each well. Cover the plate and

incubate for 20 minutes at room temperature.
Avoid placing the plate In direct light.

. Repeat the aspiration/wash as In step 2.

Add 100 pL of Substrate Solution to each well.

Incubate for 20 minutes at room temperature.

Avoid placing the plate in direct light.

. Add 50 pL of Stop Solution to each well. Gently tap
the plate to ensure thorough mixing.

. Determine the optical density of each well
immediately, using a microplate reader set

0 nm, If wavelength correction is avmlable set to

540 nm or 570 nm. If wavelength correction is not
available, subtract readings at 540 nm or 570 nm
from the readings at 450 nm. This subtraction will
correct for optical imperfactions in the plate.
Readings made directly at 450 nm without
correction may be higher and less accurate.

>

© o~

o a

© o

with 100 nk
ight at room temperature.

mplote rsmova{ of liquid at each

. Block Rlnles by adding 300 uL of Reagent Diluent
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s, such as serum and plasma, naad to be
validated prior to use in this DuoSet." Each kit contains
sufficient materials to run ELISAs on approximately
fifteen 96-well p!atoa. provided that the following
conditions are met?

+ The assay is run as summarized in the General
ELISA protocol.

« The recommended microplates, bullars diluents,
substrates, and solutions are used.

This package insert must be read in its entirety before
using this product.

TECHNICAL HINTS AND LIMITATIONS
« The use of high quality Bovine Serum Albumin
(BSA) for the Reagent Diluent is crucial for the
optimum performance of the DuoSet ELISA
Development kit. Impurities such as proteases,
binding proteins, soluble receptors or other
interfering substances can be found to varying
degrees in virtually all BSA preparations and can
inhibit or interfere with the detection of certain
analytes, If the standard curve appears
ressed, consider evaluating a different
preparation of

Diluent (Catalog-# DY895) or the use of Millipore
B

ovine Serum Albumin, Fraction V, Protease free
(Catslog # ez -045), 10 propare your own Reagent

Dilue

This’ DuoS.l should not be usw beyond the
expiration date on the label.
Itis Important that the diluents selected for
reconstitution and for dilution of the standard
reflect the environment of the samples being
measured. The diluent suggested in this protocol

. should be suitable for most cell culture supernate
samples. Validate diluents for specific sample

3
2
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and substrate and the
cencentralions of cantursidatecton sntoacies

can create an [mmunoassay with
adifforont -ommvny and oynamic range: A basio

required for ol suocmm use of these reagenlx
In immunoassays.

A thorough and consistent wash technique is
essential for proper assay performance. Wash
Buffer should be dispensed forcefully and removed
completely from the wells by aspiration or
decanting, Remove any remaining Wash Buffer by
inverting the plate and blotting it against clean
paper towels.

Use a fresh reagent reservoir and pipette tips for
each step.

Itis recommended that all standards and samples
be assayed in duplicate.

Avoid microbial contamination of reagents and
buffers. This may interfere with the sensitivity of
the assay. Buffers containing a large quantity of
protein should be made under sterlle conditons
and storod at 2 - 8° C of bo prapared frash dally.

PRECAUTION

The Stop Solution suggested for use with this kit is an
acid solution. Wear eye, hand, face, and clothing
protection when using this material.

recommend the use of R&D Systems' Reagent
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ANEXO 4 - PROTOCOLO DE COLETA PADRONIZADO

FROTOCOLO DE COLETA PADRONIZADO- LINHA DE PESQUISA HIPERTENSAO NA GESTACAO
LABORATORIO DE NEFROLOGIA/TFB — PUCRS (RAMAL 2344)

1 IDENTIFICACAC ANAMNESE 1
2 |Nome: Data da alfima menstuagio: Certeza: Sim Nao 2
3 |Enderego: Idade gestacional: DUM= ECO= 3
4 | Cidade: N* de gestagbes: 4
5 |Fone: N* de partos: 3
§ | Data da avaliagdo: N® de abortos: Provocados Esponrdneos [
7 | Registro HSL: HISTORIA MEDICA PREGRESSA 7
5 |N°do Lab: Infecgio winana: Ndo Sim: Ingfincia Fase adnlta ]
9 |Raga: brawca mizta negra HAS: Ndo Sim: Idade ou IG no diagnostico: g
10| Data de nascimento: PE previa: Ndo Sim 10
11 | Idade: DM: Nde Sim 11
12 HISTORIA FAMILIAR Crutras doengas: 12
13 | HAS: Ndo Sim : Parentesco: Dhrogas em uso: 13
14 EXAME LABORATORIAL EXAMES FISICO 14
13 | Data: Drata: 13
15| I semanas dias 1G: SEMAnas dias 15
17 | Hematacnto: %a PAS: mmfz 17
18 | Hemoglobina: gdl PAD: mmHz 18
10 | Leucdeitos totans: ul Peso: kg 10
21 | Bastonados: ] ul Altura: cm un
22 | Segmentados: s ul DADOS DO PARTO n
23 | Basofilos: ul Drata: 13
24 | Eosmofilos: ul Hora: 24
23 | Monocitos: ul Tipo de parto: Normal Lesario Por que? 25
26 | Lmfocitos: ] ul DADOS DD RECEM-WNASCIDDO ]
17 | Plaguetas: ol Sexo: Maseuline Feminino 7
28 | Creatimna: mg/100mL Acdo ance: mg'dl  |Apgar:]1® pun 5% mm B
15 | Proteinimia de amostra: mg'dl IGO: Semanas ]
30 | Creatimniinia de amostra: mz'dL Classifieagio: AIG GIG PIG £l
31 | Proteindmia de 24h: mg24h Pesa: = 31
32 | Relagio prot/creat: Peso da placenta: = 32
33 | Glicenna de jejum: mz'dL CLASSIFICACAOD DA GESTANTE 33
Exame qualitativo de wna: pH= dens= prot= + | Controle Hipertenza gestacional Hiperfemza cromica N
| |bem— + lene= pe hem= ple Céls= p'e |Préecldmpsia pura sobreposta Eclimpsia HELLP
33 | Outros: Chservagio: 35
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To estimate RANTES levels at maternal plasma, umbilical cord blood
plasma and placenta in preeclampsia and normal pregnancy.

METHODS: A cross-sectional study was conducted to estimate RANTES levels in
maternal plasma, placenta and cord blood plasma in preeclampsia compared to a
control group of women with normal pregnancy attended at S&o Lucas
Hospital/PUCRS, Porto Alegre, RS Brazil. Concentrations of RANTES were
measured using a human RANTES ELISA assay.

RESULTS: Women with preeclampsia showed significantly higher RANTES levels in
plasma and placenta in comparison to women with normal pregnancy (P<0.01). The
cord blood plasma of infants born from women with preeclampsia showed significant
decreased RANTES levels compared to infants of normal pregnancy (P<0.01). The
concentration of placental RANTES was positively correlated with RANTES in the
maternal plasma (Pearson’s correlation r= 0.697; p<0.001), and negatively with the
cord blood plasma (r= -0.818; p<0.001). A strong negative correlation was also
demonstrated between maternal plasma and cord blood plasma RANTES (r= -0.751,
p<0.001).

CONCLUSION: This study shows a distinct inflammatory response between the
mother and the fetus in preeclamptic and normal pregnancies. Preeclamptic maternal
plasma and placenta displayed increased pro-inflammatory cytokine concentration,
however a reduced inflammatory response was present in the fetal plasma from

preeclampsia pregnancies.
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INTRODUCTION

Preeclampsia, defined as hypertension accompanied by proteinuria (1), is a
pregnancy-specific syndrome that complicates approximately 2-8% of pregnancies,
and is one of the major causes of maternal, fetal, and perinatal morbidity and
mortality (2,3). Its etiology is still unknown, being characterized by a systemic
maternal inflammatory response, including endothelial dysfunction and leukocyte
activation (4,5). Chronic hypertension, diabetes, obesity and inflammatory disorders
are well known risk factors for preeclampsia (4,6-8).

Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted (RANTES), or
Chemoattractant Chemokine Ligand 5 (CCL5) (9) is a proinflammatory cytokine with
chemotatic activity (10,11). It is also a powerful leukocyte activator, induces
infiltration to acute or chronic inflamed sites by binding to activated endothelium
(12,13).

In preeclampsia, RANTES genes (14) and decidual cells of first trimester (15)
are up-regulated. In addition, platelets release larger quantities of RANTES ex-vivo
(16), although normal serum levels have been reported (17). We are not aware of
any previous study evaluating RANTES in placenta tissue, and plasma from maternal
and umbilical cord blood in the same pregnant women. The purpose of current
investigation was to determine RANTES concentration at placenta, maternal and

cord blood plasmas in preeclampsia compared to normal pregnancy.
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MATERIAL AND METHODS

Subjects

A cross-sectional study was conducted in 69 women with singleton pregnancies
that received obstetric care at Sdo Lucas Hospital/Pontifica Universidade Catolica do
Rio Grande do Sul (HSL/PUCRS): 33 with and 36 without preeclampsia.
Preeclampsia syndrome was defined as new hypertension (>139/89 mmHgQ)
accompanied by new proteinuria (>0.29 g/24h or > 0,3 proteinuria/creatininuria ratio)
occurring after 20™ gestational weeks as recommended by the National High Blood
Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy
(NHBPEPWGHBPP) (1) and by the Brazilian Hypertension Guidelines (18). Patients
with  history of diabetes mellitus, renal, liver and infectious diseases,
polyhydramnious, multiple gestation or premature rupture of membrane were
excluded. Normal pregnant women with urinary protein of at least 1+ in dipstick
analysis were not included. Severe preeclampsia was considered if one or more of
the following were present: blood pressure >159/109 mmHg, excretion of more than
4.9 g in a 24 h urine sample., Hemolysis Elevated Liver Low Platelet (HELLP)
syndrome, thrombocytopenia, epigastric or right upper quadrant pain and hemolysis,
impaired liver function, pulmonary edema or diagnosis and visual or cerebral
disturbance.

The protocol was approved by the Research Ethics Committee of Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) and all participants provided

informed written consent (document number: 0523/07-CEP).
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Sample Collection and RANTES analysis

A maternal blood sample (4 mL in EDTA) was collected a few minutes before
delivery. Immediately following delivery, a 4 mL umbilical cord blood was taken in a
tube with EDTA. Bloods collected were centrifuged within 1 hour at 3000 g for 10
minutes, and the supernatant were frozen at — 80 °C until use. After delivery a
placental cubes of approximately 1 cm?® from the maternal side cotyledons localized
in half the distance between the umbilical cord and the placental border was
dissected. The cubes from preeclamptic and normal pregnant were washed with
Phosphate Buffered Saline (PBS), and stored at —80 °C. The placental specimen was
analyzed after the following treatment: frozen placental sample was homogenized
adding 200 uL of lysis buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.5); 1 mM MgCl,; 1 mM EDTA
(0.5 M pH 8.0); 0.1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride 100 mM; 5 mM beta-
mercaptoethanol, 0.5% 3[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio] propanesulfonic
acid; 10% glycerol, bi-distiled water (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA-USA),
compressed, diluted in 2 mL of PBS 1X, centrifuged at 4,000 X g for 10 minutes at
5°C; the supernatant was stored at -80°C. Placental aliquots were analyzed for
protein concentration according Bradford method (19).

Concentrations of RANTES were measured using a sandwich ELISA assay
(R&D Systems Inc, Minneapolis, MN-USA.) specific for human, with no known cross-
reactivity with others cytokines or chemokines. In order to measure RANTES the
validation assay determined dilutions in diluent reagent (as recommend by
manufacturer): 128 fold to maternal plasma, 50 fold to placenta and 300 fold to cord
blood plasma. Assay linearity range was between 10-1000 pg/mL and the interval
intra and inter-assay coefficient of variation were under 12% and 5-10%,

respectively.
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STATISTICAL ANALYSIS

Continuous data were presented as mean and standard deviation and
comparisons between groups used Student’s t test. Asymmetric data were described
using median, minimum and maximum values and were compared using Mann-
Whitney U test. Categorical data were summarized with absolute and relative
frequencies with significance assessed employing chi-square test or Fisher’'s exact
test. Correlations used Pearson or Spearmann Correlations. Significance level was

set to a=0.05. Data were analyzed using SPSS version 17.0 for Windows.

RESULTS

Table 1 summarizes the demographic and clinical characteristics of women and
newborns with normal pregnancy and preeclampsia. Maternal age, obstetric
gestational age, parity, normal delivery, race, systolic and diastolic blood pressure,
maternal weight, glycaemia, body mass index (BMI) (adjusted by gestational age
(20), newborn weight, placental weight, Apgar score at 1 and 5 minutes after birth at
sampling and, newborn size classification were compared between groups.
Gestational age was lower in preeclampsia compared to normal pregnancy. Diastolic
and systolic blood pressure were higher in preeclampsia. Newborn weight from
preeclamptic women was decreased compared with infants from women

normotensive pregnant.
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Figure 1 shows that women with preeclampsia had significantly higher plasma
(96.7+25.1 ng/dL vs 42.8+17.8 ng/dL) and placental (210.0+85.8 ng/g protein vs
14.2+4.2 ng/g protein) RANTES concentration than women with normal pregnancy
(p<0.001). Cord blood plasma of newborn from women with preeclampsia showed
decreased RANTES levels compared to control group (21.1 ng/dL [p 25: 11.2 -P 75:
30.1] vs 198.8+24.2 ng/dL; p<0.001).

There were significant correlation between RANTES and obstetric gestational
age in the placenta, maternal and cord blood plasma from both, normal and
preeclamptic pregnancies (Pearson’s r= -0.378 p=0.01; Pearson’s r= -0.394 p=0.01
and Spearman’s rho r= 0.432 p<0.01 respectively). That correlation was lost when
adjusted by multiple linear regression by class (normal and preeclampsia)(p<0.14).
RANTES concentration in placenta, maternal, and cord blood plasma were
unaffected by BMI.

The concentration of placental RANTES had a positive correlation with
RANTES in maternal plasma (Pearson’s correlation r= 0.697; p<0.001), and negative
with the cord blood plasma (Spearman’s rho r= -0.818; p<0.001). A strong negative
correlation was demonstrated between maternal plasma and cord blood plasma

RANTES (Spearman’s rho correlation; r= -0.751, p<0.001).

DISCUSSION

An important difference in RANTES concentration at placental tissue, maternal
plasma and umbilical cord plasma was disclosed between preeclampsia and
normotensive controls. That profile suggests an exacerbated maternal and placental

inflammatory response in preeclampsia, in accordance with the inflammatory
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hypothesis proposed by (Redman, Sacks et al., 1999). The large placental RANTES
concentration difference between groups support the idea that in preeclampsia this
tissue is a source of cytotoxic factors, releasing substances into the maternal
circulation, which promotes endothelial dysfunction and clinical features of the
syndrome (4,8,21-23). Similar to RANTES, several inflammatory molecules as
tumoral necrosis factor (TNFa) and interleukin-1p (IL-1B) in placenta, as well as
maternal circulating levels of TNF-a, IL-1p and IL-6 are increased in preeclampsia
(24). It is possible that those alterations are related, considering that endothelial cells
stimulated by TNF-a and interferon y (IFN-y) in culture produce RANTES detected by
the mRNA synthesis per cell (25). This molecule has been reported as the highest
inducible inflammatory chemokine in trophoblast cells (26). Besides endothelial cells
and placenta, a dose-response experiment demonstrated that RANTES expression
and monocyte chemotactic activity were significantly increased after the stimulation
of IL-18 in endometrial stromal cells (27).

We found the augmented concentration of RANTES maternal plasma in
preeclamptic patients. These data are consistent with the inflammatory profile
revealed in the placenta, especially considering that this tissue probably deliver
substances in maternal plasma, which initiate a cascade of events promoting
endothelial dysfunction. In contrast, the findings of Jonsson et al (2006) (17) showed
no difference between pregnant groups, by using a Multiplex Bead Array in serum —
a different assay from we employed in the present work.

There are few studies investigating RANTES in maternal serum/plasma, and we
were not able to find any reference examining umbilical cord plasma in preeclampsia.
Intriguingly, RANTES levels in cord blood plasma from preeclampsia were lower than

in normal pregnant. Considering that umbilical cord RANTES is higher in normal
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pregnancy, it may imply that pregnancy per se is also an inflammatory condition to
the fetus. Reduced fetal plasma RANTES concentration in preeclampsia lead us to
suggest an anti-inflammatory behavior, so decreased inflammatory response. This
maybe an adaptive fetal response to avoid triggering adverse effects, which could
lead to complications and/or pregnancy interruption before term. Nevertheless, data
concerning RANTES levels at cord blood and gestational age are controversial.
While Matoba et al (2009) (28) reported a positive association; Dammann et al
(2001) (29) showed increased quantities in extreme low gestational age. Data from
the present study shows that gestational age has no association with RANTES
levels, even though the design of this study was not intended to evaluate the issue.
Our findings are in agreement that preeclampsia is a Thl response, and the
successful pregnancy is a Th2 phenomenon (22,30). In Lyon’s et al review about
cytokines in maternal, cord and newborn blood of preterm birth is stated that the
levels of proinflammatory cytokines, particularly IL 6, IL-betal, and TNF-alpha are
increased when compared to births at term. However, the authors comment about
few studies and results in this issue leading to an inconsistent conclusions (31).

The present work investigates mediators in this inflammatory syndrome.
Rigorous exclusion criteria were adopted, rejecting patients with any associated
pathologies other than preeclampsia syndrome. In fact, that condition associated with
higher risk of preeclampsia, such as diabetes, renal disease and others maybe a
limitation of the present study. On the other hand, it presents results that seem to be
relevant specifically to this hypertensive disorder. The difference in the gestational
ages between preeclampsia and normal pregnancy could also be understood as a
source of bias, although correlation linking both variables was lost when adjusted for

class. The strength of our study lay in providing novel information, investigating
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RANTES levels simultaneously in placenta tissue, maternal and cord blood plasma,
establishing RANTES profile in preeclampsia and normal pregnancy. The study
demonstrated an inverted inflammatory profile between mother and fetus.

In conclusion, our results demonstrate that RANTES levels have an
inflammatory profile in the placenta and maternal plasma, but an anti-inflammatory

one in preeclampsia when compared to normal pregnancy.
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Figure Legend

Preeclamptic (n=33) and normal pregnancy (n=36) RANTES levels in placenta

tissue, and plasmas from umbilical cord and mother.
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Table 1 — Demographic and clinical data from normal pregnancy and preeclampsia.

Normal Pregnancy

Preeclampsia

Maternal Age (years)

Obstetric Gestational Age
(weeks)

Primiparity: n (%)

Normal Delivery: n (%)

Caucasian: n (%)

Systolic Blood Pressure (mmHg)

Diastolic Blood Pressure (mmHgQ)

Maternal Weight (kg)

Body Mass Index:

Body Mass Index category:
Normal Weight: n (%)
Discrete Overweight: n (%)
Severe Overweight: n (%)
Obese: n (%)

Glicemia (mg/dL)

Newborn Weight (g)

Placental Weight (g)

Apgar Index (1% minute)

Apgar Index (5" minute)

Newborn classification

Appropriate for Gestational Age:
n (%)

Large for Gestational Age:
n (%)
Small for Gestational Age:
n (%)

(n=36) (n=33)
25.615.2 26.316.7
39.5%£1.5 36.0+4.5
16 (44.4) 23 (69.7)
26 (72.2) 8 (24.2)
18 (52.9) 20 (60.6)

116.7+10.6 156.6+18.6
74.5+7.3 100.8+14.3
76.7+17.6 80.2+15.6
29.7+5.3 30.6+4.7
13 (37.1) 10 (33.3)
11 (31.4) 10 (33.3)

7 (20.0) 4 (13.3)
4 (11.4) 6 (20.0)
76.6+7.4 76.0+£10.9

3,397.4+464.7 2,683.0+1,014.8
644.1+148.3 575.2+187.9
8.1+1.7 7.5£1.7
9.1+1.8 8.8+1.1
27 (75.0) 26 (83.9)
9 (25.0) 2 (6.5)
0 3(9.7)

0.617*
<0.001*

0.109**
<0.001**
0.818**
<0.001*
<0.001*
0.411~
0.480*

0.768***

0.812*
<0.001*
0.097*
0.152*
0.421*

FkkK

0.029

*t-test; **Qui-square test;***Fischer Exact Probability Test; ****Qui-square test

followed by Fisher’s Exact Test
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