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RESUMO 

 

 

OBJETIVO: O objetivo deste trabalho foi estimar os níveis de RANTES na placenta 

e nos plasmas materno e do cordão umbilical na síndrome de pré-eclâmpsia e 

gestação normal. 

MÉTODOS: Estudo transversal e observacional estimou os níveis de RANTES na 

placenta e nos plasmas materno e do cordão umbilical na síndrome de pré-

eclâmpsia (n=33) comparando com um grupo controle de gestantes normais (n=36) 

atendidas no Hospital São Lucas/PUCRS, Porto Alegre, RS, Brasil. As 

concentrações de RANTES foram verificadas através do método de enzima imuno 

ensaio (ELISA) específico para humanos. 

RESULTADOS: Mulheres com síndrome de pré-eclâmpsia apresentaram níveis 

significativamente maiores de RANTES no plasma e placenta quando comparadas a 

gestantes normais (P<0,01). O plasma do cordão umbilical de recém-nascidos de 

gestantes com pré-eclâmpsia mostraram níveis de RANTES significativamente 

menores que o plasma do cordão umbilical de recém-nascidos de gestantes normais 

(P<0,01). A concentração de RANTES placentário correlacionou-se positivamente 

com a concentração de RANTES no plasma materno (r= 0,697; P<0,001) e 

negativamente com o plasma do cordão umbilical (r= - 0,818; P< 0,001). Forte 

correlação negativa na concentração de RANTES foi demonstrada entre plasma 

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

CONCLUSÃO: Este estudo mostra uma resposta inflamatória distinta entre a mãe e 

o recém-nascido em ambas as condições, gestação normal e síndrome de pré-

eclâmpsia. A placenta e o plasma materno demonstraram uma concentração da 

citocina inflamatória RANTES aumentada na síndrome de pré-eclâmpsia, entretanto, 

no plasma do cordão umbilical dos recém-nascidos dessas gestantes estava 

reduzida, sugerindo uma resposta fetal anti-inflamatória. 

 

 



 

 

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 

São 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 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 SÍNDROME DE PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

Pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome específica da gravidez humana, que 

ocorre após a 20ª semana de gestação e é caracterizada por hipertensão arterial 

sistêmica e proteinúria patológica. A hipertensão é definida como pressão sistólica 

acima de 139 mmHg e diastólica acima de 89 mmHg em gestante previamente 

normotensa. A proteinúria é considerada patológica quando ultrapassar 300 mg em 

urina de 24 horas (Gifford et al, 2000; ACOG Practice Bulletin Nº 33, 2002).  

Manifestações clínicas secundárias incluem edema, cefaleia, distúrbios visuais, dor 

em quadrante superior direito, dor epigástrica, náusea e vômito (Gifford et al, 2000). 

A PE é uma patologia multissistêmica que pode causar descolamento prematuro de 

placenta, coagulação intravascular disseminada, hemorragia cerebral, falência 

hepática, edema agudo de pulmão, insuficiência renal aguda e hemólise na gestante 

(Friedman, 1995). No feto, compreende condições intrauterinas desfavoráveis e 

alterações de fluxo placentário, as quais acarretam transtornos como: crescimento 

intrauterino restrito, hipóxia fetal e prematuridade (Friedman, 1995). Sabe-se que a 

perda de fluxo sanguíneo para o concepto leva a uma redistribuição da circulação 

fetal, privilegiando os órgãos mais nobres em detrimento da periferia do organismo. 

Estes fatos estão associados aos riscos de morbimortalidade do recém-nascido 

(Friedman, 1995), que acabam por onerar o sistema público de saúde.  
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A classificação de PE entre as patologias hipertensivas da gestação não é 

homogênea. Diversos grupos de especialistas publicaram consensos para, entre 

outros objetivos, estabelecer a nomenclatura e a diferenciação entre hipertensão 

crônica, hipertensão gestacional, pré-eclâmpsia/eclâmpsia e pré-eclâmpsia 

sobreposta em hipertensão crônica (Akinkugbe et al, 1987; Davey e MacGillivray, 

1988; Helewa et al, 1997; Brown et al, 2000; Sociedades Brasileiras de Hipertensão, 

Cardiologia e Nefrologia, 2010; World Health Organization, 2011; ACOG, Practice 

Bulletin Nº 125, 2012). A divergência conceitual e classificatória sobre as síndromes 

gestacionais hipertensivas e, em especial, sobre a definição de pré-

eclâmpsia/síndrome de pré-eclâmpsia, implica em diferenças que são abordadas no 

artigo de Harlow e Brown, (2001) e em nosso meio por Comparsi e colaboradores 

(2001).  

O estudo e entendimento da Síndrome de Pré-eclâmpsia (SPE), no presente 

ganhou maior relevância pela Declaração do Milênio editada pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS). Na meta número cinco (5) do referido documento, é 

proposta uma redução 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 redução da taxa de 

mortalidade materna nos últimos anos, na América Latina e no Caribe, a doença 

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 

complicações, um fator importante nestes dados epidemiológicos. Este panorama é 

extensivo a países subdesenvolvidos (Khan et al, 2006; Duley, 2009; Hogan et al, 

2010). De fato, a PE é 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 clínico para eclâmpsia (Khan, 2006; Duley, 2009). No 

Brasil, a PE/eclâmpsia afeta 2,3 % das gestações, sendo três vezes maior a 

incidência em mulheres nulíparas (Gaio et al, 2001). 

Os fatores de risco clássicos para PE tais como: nuliparidade, resistência à 

insulina, história prévia de PE, história familiar de PE, hiperhomocisteinemia, diabetes 

gestacional, hipertensão crônica, obesidade, extremos de idade reprodutiva, gestação 

múltipla, infecções maternas, anomalias congênitas e cromossômicas, mola 

hidatiforme, doenças renais, trobofilias e doenças reumatológicas auto-imunes, como 

lúpus eritematoso sistêmico e síndrome anti-fosfolipídica estão documentados 

(Odegard et al, 2000; Sibai et al, 2005). Fatores de risco relacionados à paternidade e 

à inseminação artificial também têm sido estudados (Einarsson et al, 2003; Dekker e 

Robillard, 2003).  O aumento do índice de massa corpórea (IMC) pré-concepcional ou 

como parte da síndrome da resistência à insulina é um importante fator de risco para 

a PE. Em qualquer destas situações, há aumento dos marcadores de inflamação 

como Proteína C Reativa (PCR), citocinas como Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-

, 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 gestação eleva o risco de recorrência de PE em mulheres 

com história prévia. 

Há várias teorias que tentam explicar os mecanismos etiológicos e/ou 

fisiopatológicos da PE, sendo a isquemia placentária, estresse oxidativo, disfunção 

endotelial, resposta imune e pré-disposição hereditária 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 disfunção endotelial materna, possivelmente 

relacionada a fatores circulantes elaborados pela placenta anormal, quando testada, 
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tem mostrado fortes evidências no estabelecimento e desenvolvimento desta 

síndrome (Roberts, 1989; Dekker e Sibai, 1998; Mutter e Karumanchi, 2008). A célula 

endotelial é importante na captação de células imunes devido a sua posição de 

interface entre células circulantes e o processo patológico, além de expressar 

moléculas de adesão. Essas células também contribuem para o acúmulo focal de 

células imunes por produzirem citocinas que podem ativar integrinas expressadas por 

células circulantes e, subsequentemente, promover a migração de tais células através 

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

Na SPE há evidências de lesão endotelial renal ou endoteliose glomerular, a 

qual está associada à proteinúria, que somada à hipertensão arterial, a qual é 

secundária à disfunção endotelial difusa, estabelecem os critérios diagnósticos desta 

síndrome (Roberts et al, 1989; Gaber et al, 1994). A endoteliose glomerular configura-

se pelo aumento do volume da célula endotelial e a vacuolização do citoplasma, 

assim como a presença de depósitos fibrinóides sub-endoteliais foram tidos no 

passado como patognomônicos da pré-eclâmpsia (Kincaid-Smith, 1991). De fato, a 

endoteliose glomerular pode estar presente na gestação normal, sendo considerada 

uma manifestação característica na hipertensão gestacional e na PE (Strevens et al, 

2003). A função endotelial vascular desordenada parece ser uma condição importante 

na hipertensão gestacional, pois a mulher com PE demonstra tono simpático 

aumentado (Schobel et al, 1996), resposta pressora aumentada para noradrenalina 

(Chesley, 1965), maior sensibilidade para angiotensina II (Gant et al, 1973), além de 

diminuída concentração endotelial de vasodilatadores como prostaglandina I2 (Baker 

et al, 1996) e óxido nítrico (Williams et al, 1997). 

As várias teorias publicadas sobre PE apresentam fundamentação (Dekker e 

Sibai, 1998; Mutter e Karumanchi, 2008; Xia e Kellems, 2009) difícil de serem 
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refutadas; no presente estudo foi estabelecida uma opção pela teoria inflamatória, 

onde a disfunção endotelial e a ativação leucocitária são condições fundamentais 

encontradas durante a fisiopatologia desta síndrome (Roberts et al, 1989; Redman et 

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

Assim, merece importância a ideia de PE como sendo ―uma resposta 

inflamatória materna excessiva à gravidez‖ preconizada por Redman e 

colaboradores em 1999. No referido trabalho os autores evidenciam que a resposta 

inflamatória está bem desenvolvida na gravidez e, principalmente, as diferenças 

quanto à atividade inflamatória entre gravidez normal e PE sendo menos 

contundentes que àquelas entre a gestação normal e mulheres sem gestação, 

concluindo que PE é estabelecida quando uma resposta inflamatória materna 

universal à gravidez descompensa em casos isolados, podendo ocorrer devido ao 

estímulo ou a resposta materna serem muito intensos (Redman et al, 1999). A 

placenta tem sido aceita como geradora dos estímulos à fisiopatologia da PE. De 

fato, em ambas as fases descritas e aceitas da PE (Redman, 1991; Redman e 

Sargent, 2009; Wikström et al, 2007; Redman, 2011) a placenta produz e libera na 

interface materno-fetal moléculas citotóxicas em resposta a uma injúria ou agressão 

sofrida por vias distintas, as quais vão definir as duas fases estabelecidas da PE: 

primária ou precoce e a secundária ou tardia. 

Tem sido proposto que na fase primária da PE a hipóxia placentária (agente 

agressor placentário) estimula a liberação de fatores citotóxicos na interface 

materno-fetal para a circulação, manifestando os sintomas maternos associados à 

PE (Sharma et al, 2010). PE precoce parece ocorrer pela placentação pobre, 

primeiro estágio da síndrome que ocorre na primeira metade da gravidez quando 

ainda não há sintomas clínicos desta patologia. Este fato acarretaria na formação de 
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uma placenta menor e consequente restrição de crescimento fetal (Redman e 

Sargent, 2009; Redman, 2011).  

Tem sido sugerido também que o papel do Fator de Necrose Tumoral (TNF) 

em níveis fisiológicos limita a invasão trofoblástica (Haider e Knöfler, 2009). Neste 

caso, o citotrofoblasto penetraria apenas os segmentos deciduais mais superficiais 

das artérias espiraladas uterinas falhando na devida mimetização destas artérias, 

deixando estreitos e musculares os segmentos mais profundos, por conseguinte 

insuficientes para aumento do fluxo sanguíneo. Na camada média do vaso, ocorreria 

aterose aguda e necrose fibrinóide, na íntima surgiriam fibrina, macrófagos com 

lipídios e células musculares lisas (Dekker e Sibai, 1998; Steegers et al, 2010). A 

adequada mimetização das artérias espiraladas ocorre fisiologicamente no útero 

criando um sistema arteriolar de baixa resistência e ausência do controle vasomotor 

materno, permitindo aumento do suprimento sanguíneo para o feto, durante o 

primeiro e início do segundo trimestres da gestação (Pijnenborg, 1996; Brosens et 

al, 1977). 

Na fase secundária ou tardia com a síndrome clínica já estabelecida, 

associam-se fatores liberados pelo estresse oxidativo placentário, com placentas de 

tamanho normal e peso normal dos RN, sendo o agente agressor os radicais livres, 

sobretudo espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, gerados por ativação 

leucocitária e processos inflamatórios de doenças crônicas como diabetes mellitus, 

hipertensão arterial sistêmica, obesidade e síndrome metabólica, dentre outras 

(Borzychowski et al, 2006; Redman e Sargent, 2009; Redman, 2011). Embora a 

placenta estabeleça um papel central nesta síndrome (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 responsável pelo 

aparecimento da síndrome. 

Está bem estabelecido que a hipóxia e o estresse oxidativo placentário 

aumentam a expressão e a liberação na placenta de estímulos inflamatórios, ou 

seja, há liberação de moléculas citotóxicas e anti-angiogênicas como o Fator Solúvel 

Tipo Tirosinaquinase (sFlt—1); inflamatórias como as citocinas TNF-, Interleucina-

1IL-1, Interleucina-1 (IL-1β), 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 biológicos são moléculas proteicas 

secretadas por células do sistema imunológico durante uma resposta imune ou 

como meio de comunicação (Stow et al, 2009). Estas moléculas podem induzir 

ativação, diferenciação, crescimento e maturação 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 secretória, sendo as duas principais 

categorias de vias exocíticas aquelas liberadas por grânulos secretórios, enquanto 

em outras células são liberadas por vias secretórias constitutivas que, ao contrário, 

possuem mais transportadores vesiculares dinâmicos (Stow et al, 2009). Os passos 

iniciais das vias secretórias são comuns a todas células eucarióticas. As vias 

secretórias constitutivas resultam em liberação contínua de pequena quantidade de 

citocinas, entretanto, em algumas células como macrófagos ativados, as moléculas 

e os transportadores desta via secretória podem ser supra regulados para aumentar 
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o tráfico, liberando mais citocinas em resposta à ativação celular a um insulto imune, 

gerando diferentes tipos de resposta imune como citotóxica, 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).  Linfócitos Th1 são caracterizados por sua produção de Interferon gama (IF-) 

e contribuem primariamente para a imunidade celular. Linfócitos Th2 (Th2), por sua 

vez, são caracterizados pela produção de Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-5 (IL-5), 

Interleucina-9 (IL-9) e Interleucina-13 (IL-13). IL-4 é a maior determinante na 

diferenciação linfocítica Th2 (Borish e Steinke, 2003). Borish e Steinke (2003) 

acrescentaram a classificação de linfócitos Th3, os quais possuem tendências 

imunossupressoras e são caracterizados pela sua produção de Interleucina-10 (IL-

10) e Fator de Crescimento e Diferenciação Beta (TGF-β). Linfócitos Th1 estimulam 

células T e monócitos com recrutamento e ativação de fagócitos mononucleares e 

estão associados com a imunidade celular mediada por anticorpos e atividade 

inflamatória. Já as células Th2 promovem a estimulação do sistema imunológico 

humoral através da proliferação de células B (Carter, 1997). A expressão maior dos 

linfócitos Th2 em relação aos Th1 tem sido associada a gestações bem sucedidas 

(Dekker e Sibai, 1998). 

A PE tem sido associada a uma manifestação Th1 e diminuição da atividade 

Th2 durante o período gestacional (Jonsson et al; 2006; Hu et al, 2007).  A citocina 

mais importante na imunidade mediada por célula é o IF-, produzido primeiramente 

por células T, células Natural Killer (NK) e em menor grau por macrófagos (Farrar e 

Schreiber, 1993; Boris e Steinke, 2003). Wikström e colaboradores (2007) 

estabeleceram diferenças entre PE precoce e tardia através da análise do perfil das 
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moléculas angiogênicas Fator de Crescimento Placentário (PlGF) e Fator de 

Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) que estão diminuídas e anti-antiogênica 

sFlt-1 que está aumentada na PE. Estas alterações estão presentes, sobretudo na 

PE precoce, na qual a hipóxia placentária parece ser um componente importante na 

liberação desta molécula anti-angiogênica que está relacionada às manifestações 

clínicas da síndrome como disfunção endotelial, hipertensão e proteinúria (Wikström 

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

A severidade da PE tem sido correlacionada com a produção aumentada de 

sFlt-1 e endoglina solúvel (sEng) e à diminuição da citocina anti-inflamatória IL-10, 

promovidas pela hipóxia placentária propiciando um desequilíbrio no sistema imune 

(Sharma et al, 2010). A diminuição de IL-10 na PE está associada à inibição da 

atividade imune Th2 (Sharma et al, 2010). 

A PCR, outro importante marcador inflamatório, está também aumentada na 

PE, sobretudo na precoce (Wikström, 2007), sendo a IL-6 considerada o maior 

indutor da síntese hepática de proteínas de fase aguda (Borish e Steinke, 2003).  A 

IL-16 estimula a produção de citocinas pro-inflamatórias IL-6, TNF-, IL-1 e IL-15 

pelos monócitos (Mathy et al, 2000) e inibe a liberação de citocinas anti-inflamatórias 

IL-4 e Interleucina-5 (IL-5) contribuindo, desta forma, para uma diminuição da 

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

O estudo de Jonsson e colaboradores (2006) apoia a hipótese da 

manifestação do sistema imune Th1 na PE, pois seus resultados ilustraram níveis 

séricos maternos aumentados das citocinas pró-inflamatórias Th1 IL-6 e IL-8, além 

do aumento surpreendente do receptor solúvel de Interleucina-4 (sIL-4r) que é 

especulado pelo autor como diminuição da atividade Th2 devido à provável 

diminuição de IL-4 na PE. Benyo e colaboradores (2001) mostraram que a 
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incubação de placenta humana em condição reduzida de oxigenação (hipóxia) 

resultou na produção placentária aumentada de TNF-, IL-1 e IL-1β. Vários 

trabalhos têm sido publicados investigando citocinas inflamatórias na PE: TNF-, 

IL1-, IL1-β, 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 cordão 

umbilical, parece predominar a expressão de citocinas inflamatórias IL-6 e IL-8, 

sobretudo na corioamionite histológica associada com aumento marcante de TNF-α, 

IL1-β, IL-6, IF-, IL-10, Fator Estimulante de Colonização Granulocítica (G-CSF), IL-8 

e Proteína Quimioatraente de Monócitos-1 (MCP-1) (Hariharan et al, 2000; 

Takahashi et al, 2010). 

A seguir, serão abordadas algumas das principais citocinas alteradas na PE 

avaliando seu comportamento de acordo com um desequilíbrio no sistema 

imunológico 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 citotóxicos responsáveis pela necrose do Sarcoma de Meth. Em 

condições fisiológicas, TNF está envolvido com a manutenção e a defesa na 

homeostasia celular, proteção contra certos insultos neurológicos, assim como no 

controle da proliferação, migração, diferenciação e sobrevivência celular (Haider e 

Knöfler, 2009). Baixas concentrações por um período longo desta citocina estão 

sempre associadas à 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 proteínas homólogas derivadas primariamente de fagócitos 

mononucleares (TNF-) e linfócitos (TNF-β) (Beutler and Cerami, 1989). TNF- é 

predominantemente produzida sob ativação de células mielóides e além dos 

macrófagos, pode ser também produzida por neutrófilos, linfócitos ativados, células 

Natural Killer (NK), endoteliais, mamárias, fibroblastos e tecido neuronal (Borish e 

Steinke, 2003; Haider e Knöfler, 2009).   

TNF interage com células endoteliais para iniciar a produção de moléculas 

de adesão celular, conhecidas como Molécula de Adesão Intracelular (ICAM-1), 

Molécula de Adesão da Célula Vascular (VCAM-1) e seletina-E. TNF é um potente 

ativador leucocitário de neutrófilos, mediando a aderência, quimiotaxia, 

degranulação e queima respiratória (Beutler e Cerami, 1989). A abundância de TNF 

e seus receptores solúveis de membrana em tecidos distintos como endométrio, 

decídua e placenta sugere uma atuação desta citocina nos tecidos reprodutivos 

(Haider e Knöfler, 2009). Respostas exacerbadas de TNF estão associadas a 

doenças reprodutivas, como menorragia, infecções amnióticas, crescimento 

intrauterino restrito, prematuridade, abortos espontâneos recorrentes, PE e 

endometriose (Haider e Knöfler, 2009). Na placenta, TNF pode inibir a fusão celular 

trofoblástica e a produção hormonal, provocar aumento de apoptose e produção de 

citocinas inflamatórias, prostaglandinas e cortisol (Haider e Knöfler, 2009). 

Um marcador da superfamília dos receptores de TNF (TNFR) são as regiões 

ricas em cisteína em seus domínios extracelulares incluindo seis resíduos altamente 

conservados, tendo cada receptor TNFR1 e TNFR2, quatro repetições de cisteína 

(Smith et al, 1994).  Ativação do TNFR1 leva à via inflamatória, assim como à morte 

celular programada, ambas associadas à injúria tecidual. Sinalização através do 
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TNFR2 pode induzir apoptose, mas também contribui para sobrevivência celular 

através da reparação tecidual e anigiogênese (Bradley, 2008). O complexo I da 

TNFR1 é capaz de ativar a NFк, a qual é descrita como um fator de transcrição 

regulador chave na regulação de numerosos processos como desenvolvimento, 

inflamação, oncogênese ou estresse celular (Devin et al, 2001). A segunda 

sinalização do TNFR1 é a via de morte celular através da ativação da caspase 8 e 

em passo subsequente à caspase 3, iniciando a apoptose (Wang et al, 2008). 

TNFR2 não possui o domínio da morte celular, mas pode promover proliferação ou 

apoptose, ativa a via PI3K-AkT através do VEGF modulando finalmente a adesão, 

proliferação, migração e sobrevivência celular (Zhang et al, 2003). 

O mRNA e a proteína TNF são expressos em várias células no endométrio 

como fibroblastos, macrófagos, 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 

trofoblásticas colunares similarmente ao TNFR2 (Yang et al, 1993; Yelavarthi e Hunt, 

1993). Durante o primeiro trimestre da gestação, o TNF mRNA é expresso em todos 

os tipos de células da linhagem trofoblástica, ganhando intensidade na invasão 

trofoblástica nas células endoteliais das artérias espiraladas durante a placentação 

(Pijnenborg, 1996).  

Células NK uterinas são relevantes para o processo de implantação 

embrionário na decídua uterina no início da gestação e juntamente com linfócitos T 

CD 8 e macrófagos  CD 68 mostram uma forte associação com células trofoblásticas 

(King et al, 1997; Scaife et al, 2006). Células NK uterinas podem estar envolvidas na 

pobre placentação, pois quando ativadas por IL-2, IL-12 e IL-15 tornam-se ativadas 

promovendo ação citotóxica e apoptótica em trofoblastos através da liberação de 
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grande quantidade de TNF-, Fator Estimulante de Colonização Monocitica-

Granulocitica (GM-CSF), IL-1, Proteína Inflamatória Macrofágica Alfa (MIP-1), MIP-

1) IFN- e RANTES (Starkey et al, 1993; King et al, 1997; Scaife et al, 2007). 

Aumento de TNF- têm sido bem documentado na PE, pois há publicações 

mostrando aumento em plasma materno e líquido amniótico 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  

 

Há três membros da família IFN (, β e ) e sua nomenclatura está baseada 

na capacidade de ―interferir‖ no crescimento viral. IFN- é produzido primeiramente 

por linfócitos Th citotóxicos e células NK e em menor grau por macrófagos teciduais 

desencadeando a apresentação de antígeno e a produção de citocinas pelos 

monócitos, estimulando também a ativação através da aderência, fagocitose, 

secreção, queima respiratória e produção de óxido nítrico (Farrar e Schreiber, 1993). 

IFN- é a mais importante citocina envolvida na imunidade celular e possui modesta 

atividade antiviral (Farrar e Schreiber, 1993; Borish e Steinke, 2003). IFN- estimula 

a aderência de granulócitos nas células endoteliais através da indução do ICAM-1, 

uma atividade compartilhada com IL-1 e TNF. IFN- inibe efeitos mediados pela IL-4, 

contribuindo para diminuição da atividade imune Th2 (Borish e Steinke, 2003). 

Células NK ativadas secretam grandes quantidades de IFN-, o qual poderá estar 

envolvido na pobre placentação, pois esta citocina Th1 parece inibir a invasão 

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

 

A família IL-1 é representada por 4 peptídeos, dos quais IL-1 e IL-1β, 

ambos com a mesma atividade biológica, estão envolvidos na PE (Dinarello e Wolff, 

1993). IL-1 é produzida pelas células apresentadoras de antígeno da linhagem 

monocítica, induzindo linfócitos T, já a IL-1β é produzida pela linhagem linfocítica. A 

produção primária de IL-1 é realizada por células da linhagem fagocítica 

mononuclear (monócitos), sendo também produzida por outras células, como: 

endoteliais, queratinócitos, células sinoviais, osteoblastos, neutrófilos, células gliais e 

outras produtoras da enzima conversora de IL-1 ou também chamada de caspase 

(Cerretti et al, 1992).  Os receptores Tipo I são responsáveis pela transdução dos 

efeitos biológicos atribuídos à IL-1 (Sims et al, 1993), os quais são efeitos pró-

inflamatórios: ativação leucocitária de Linfócito T; aumento na liberação de IL-2, 

aumento na expressão de receptor de IL-2, aumento de proliferação de células B e 

aumento da síntese de imunoglobulinas. A produção de IL-1 durante a resposta 

imune produz alterações associadas ao estado patológico, interagindo com o 

sistema nervoso central para produzir febre, letargia, sono e anorexia. IL-1 promove 

também a síntese hepática de proteínas inflamatórias de fase aguda, além de 

estimular a aderência endotélio-celular de leucócitos através de supraregulação do 

ICAM-1, VCAM-1 e seletina. A referida interleucina contribui ainda para a hipotensão 

do choque séptico. Compartilha as mesmas propriedades biológicas do TNF (Borish 

e Steinke, 2003). 
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A IL-1β está aumentada no fluido peritoneal de mulheres com endometriose 

e a atividade quimiotáxica desta molécula, sobretudo em monócitos, conforme Chun-

Li e colaboradores (2009) deve-se ao aumento da expressão e da atividade de 

quimiotaxia da quimiocina, Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and 

Secreted (RANTES) (Chun-Li F, 2009). A produção de IL-1β no cordão umbilical 

possui altos índices de correlação positiva com TNF-, IFN- e GM-CSF (Takahashi 

et al, 2010). Além disso, células embrionárias mesênquimais do cordão umbilical sob 

ação da IL-1β inicialmente aumentam a liberação de IL-6 até atingir um platô na 

curva dose-resposta, decaindo logo após, mesmo com uso contínuo de IL-1β no 

meio de cultura celular (Liu e Hwang, 2005). Entretanto, foi verificado que os níveis 

de Leptina aumentaram continuamente após 17 dias de tratamento com IL-1β, o que 

explica a diferenciação celular com expressão fenotípica de maturação lipogênica 

(Liu e Hwang, 2005). 

 

1.2.4 Interleucina 6  

 

A célula fagocítica mononuclear é a maior fonte de IL-6, podendo ser 

também produzida por linfócitos T e B, fibroblastos, células endoteliais, 

queratinócitos, hepatócitos e medula óssea, compartilhando várias atividades 

biológicas com a IL-1, como pirexia e síntese de proteínas inflamatórias, sendo 

considerada a IL-6 a mais importante indutora da síntese hepática de PCR (Borish e 

Steinke, 2003). Takahashi e colaboradores (2010) verificaram um alto coeficiente de 

correlação entre IL-6 e demais citocinas inflamatórias (IFN-, IL-1β, IL-8 e TNF-) no 

cordão umbilical. Além disso, a IL-6 no cordão umbilical foi associada a certas 

doenças em RN prematuros (Takahashi et al, 2010). O aumento de IL-6 no sangue 
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de pacientes com PE está bem documentado, contribuindo para a hipótese 

inflamatória e estabelecimento de um perfil Th1 nesta síndrome (Vince et al, 1995; 

Jonsson et al, 2006). Os aumentos de IL-6 e IL-8 no cordão umbilical durante o 

trabalho de parto estão associados à hipóxia (Jokic et al., 2000).  Malamitsi-Puchner 

e colaboradores (2005) descreveram a influência do modo de nascimento nos níveis 

de citocinas circulantes no período perinatal, relatando a diminuição altamente 

significativa de IL-6 no cordão umbilical de RN nascidos de cesarianas comparados 

aos RN nascidos de parto normal.. 

 

1.2.5 Interleucina 8 

 

As distinções estruturais entre as quimiocinas α e β são importantes porque 

estão associadas à capacidade de atuar sobre subtipos específicos de leucócitos, 

sendo a IL-8 um protótipo de citocinas do tipo , as quais atuam predominantemente 

em neutrófilos, embora tenha ação de quimiotaxia em linfócitos T, basófilos e células 

NK (Adams e Lloyd, 1997). A IL-8 induz a adesão neutrofílica e a migração 

transendotelial, liberação de superóxido, podendo ser produzida por ampla 

variedade de células (leucócitos, 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 está elevada no sangue materno de pacientes com PE, contribuindo 

para a hipótese inflamatória e perfil Th1 (Koçyigit et al, 2004; Jonsson et al, 2006).  

 

1.2.6 Interleucina 15 
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As principais fontes de produção de IL-15 são as células fagocíticas 

mononucleares (monócitos ativados), células epiteliais, fibroblastos e placenta 

(Borish e Steinke, 2003). A IL-15 é indutora da proliferação de células T, maturação 

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 ação quimiotática para 

linfócitos T e estabelece um mecanismo pelo qual as células fagocíticas 

mononucleares podem regular a proliferação das células NK e linfócitos T (Borish e 

Steinke, 2003). Hu e colaboradores (2007) demonstraram o aumento sérico materno 

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

 

1.2.7 Interleucina 16 

 

A IL-16 inibe a liberação de IL-4 e IL-5 das células T o que diminui a 

atividade Th2 promovendo uma alteração no equilíbrio Th1/Th2 e ocasionando 

queda da capacidade anti-inflamatória (Pinsonneault et al, 2001). A IL-16 é 

produzida em vários tecidos como células dendríticas, monócitos ativados e 

fibroblastos (Lodolce et al, 2002; Lynch et al, 2003; Hu et al, 2007). IL-15 e IL-16 

estão reconhecidamente aumentadas em doenças inflamatórias como lúpus 

eritematosos sistêmico, artrite reumatoide, doenças alérgicas, doença 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 inflamatória na PE demonstraram 

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

 

 

1.2.8 Fator Solúvel Tipo Tirosinaquinase-1  
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O Fator Solúvel Tipo Tirosinaquinase-1 (sFlt-1) também conhecido como 

Receptor do Fator de Crescimento Endotelial 1 (VEGF-R1) é secretado pelo 

sinciciotroflobasto. Contém um domínio de ligação extracelular perdendo as porções 

citoplasmáticas e transmembrana do VEGF-R1, o que lhe dá a capacidade de ligar 

ambos, VEGF e PlGF (Kendall et al, 1996; Mutter e Karumanchi, 2008). Em 

pacientes com PE, o aumento de sFlt-1 sérico está associado à diminuição de VEGF 

e PlGF no soro materno (Maynard et al, 2003).  A hipóxia estimula a liberação de 

sFlt-1 pela placenta, o qual liga-se ao VEGF e inativa-o, induzindo desta forma 

disfunção endotelial sistêmica por ação antiangiogênica (Nevo et al, 2006; Redman 

e Sargent, 2009). 

 O endotélio dos capilares renais são extremamente sensíveis ao VEGF o 

qual é produzido localmente pelos podócitos (epitélio visceral) e este fato pode 

explicar porque a disfunção renal é um importante e precoce marcador da PE 

(Kitamoto et al, 2001; Sugimoto et al, 2003). VEGF é importante para manter a 

fenestração normal das células endoteliais renais. Na PE, a sinalização de VEGF 

diminuída devido à excessiva liberação de sFlt-1, promove mudanças glomerulares 

com endoteliose e proteinuria (Sugimoto et al, 2003; Mutter e Karumanchi, 2008). O 

sFlt-1 tem sido citado como responsável pelo fenótipo clínico da PE, ou seja, 

associado à hipertensão arterial sistêmica promovida pela disfunção endotelial e 

proteinúria que, por sua vez, é provocada pela endoteliose glomerular (Mutter e 

Karumanchi, 2008).  

 

1.3 RANTES (CCL5) 
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Quimiocinas são famílias de proteínas estruturalmente relacionadas que 

compartilham a capacidade de induzir quimiotaxia. Ou seja, migração de linhagens 

específicas de leucócitos com importância na especificidade entre mononucleares 

ou polinucleares, estabelecendo, assim, diferenciação na atração e ativação 

leucocitárias de maneira seletiva. Estas citocinas especializadas desempenham um 

papel crítico na geração da inflamação celular em situações como resposta na 

proteção contra patógenos invasores e processos patológicos associados à infecção 

ou a doenças imunes. Quimiocinas são mais que simples fatores quimiotáticos, elas 

também estão implicadas na ativação e no controle do tráfico leucocitário, 

angiogênese e função antimicrobiana incluindo uma condição protetora contra a 

infecção do vírus da imunodeficiência humana adquirida (HIV) (Adams e Lloyd, 

1997; Rollins, 1997). A expressão aumentada de RANTES está associada à ampla 

variedade de processos inflamatórios como rejeição de transplantes, aterosclerose, 

artrite, dermatites atópicas, atopias respiratórias como asma, reações de 

hipersensibilidade tardia, glomerulonefrite, endometriose, Doença de Alzheimer e 

certos tumores malignos (Appay e Rowland-Jones, 2001; Saad-El-Din Bessa et al, 

2012).  

Quimiocina, do ponto de vista bioquímico (Adams e Lloyd, 1997), estabelece 

RANTES como uma pequena proteína composta por 68 aminoácidos, com baixo 

peso molecular - 8 à 12 kD (Rollins, 1997). Os domínios das quimiocinas, 

responsáveis pela especificidade da ação biológica, são definidos pela presença de 

quatro resíduos de cisteína em posições fortemente conservadas. Uma das 

principais famílias de quimiocinas a ―CXC‖ ou -quimiocina possui um resíduo de 

aminoácido entre dois resíduos de cisteína na porção amino terminal; a outra grande 

família de quimiocinas é a ―CC‖ ou β-quimiocina que não possui aminoácido entre os 
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resíduos de cisteína adjacentes, conforme esquematizado na Figura 1 adaptada de 

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

 

 

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

 

A secreção de quimiocinas é induzida por citocinas inflamatórias Th1 como 

IL-1, IL-2, TNF- e produtos bacterianos de lipopolissacarideos (LPL) e a inibição da 

produção e liberação de quimiocinas pode ser creditada à ação de citocinas Th2 

-Quimiocina 

 -Quimiocina 
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como IL-4 e IL-10 (Adams e Lloyd, 1997). A capacidade das quimiocinas de 

promoverem migração leucocitária é, provavelmente, sua mais importante função 

biológica. As quimiocinas contribuem para o recrutamento leucocitário primeiramente 

por integrinas ativadas (moléculas expressadas por leucócitos que mediam a adesão 

para células endoteliais e proteínas da matriz extracelular) e, secundariamente por 

promover migração dos leucócitos aderidos ao endotélio, através da matriz 

extracelular em um processo conhecido como haptotaxia (Springer, 1994; Adams e 

Lloyd, 1997). 

 A composição celular e a duração da resposta inflamatória dependem da 

natureza do estímulo seguido e do microambiente no qual ele ocorre. Neutrófilos 

mediam uma resposta aguda, rápida para infecção ou tecido lesado. Ao contrário, 

monócitos e linfócitos são tipicamente recrutados durante a inflamação crônica, 

como na resposta de hipersensibilidade tardia. O recrutamento de eosinófilos é um 

feito relevante das respostas alérgicas e parasitoses (Ebnet et al, 1996; Adams e 

Lloyd, 1997). Além do recrutamento de leucócitos para o local da inflamação, 

quimiocinas são também importantes reguladores da ativação leucocitária. As 

quimiocinas ―CC‖ possuem um amplo espectro de ação com atração de linfócitos, 

monócitos, eosinófilos, basófilos, e células NK, participando da regulação de 

linfócitos, processo inflamatório, hematopoiese, imunidade antitumoral e em alguns 

casos proteção contra a infecção pelo HIV (Rollins, 1997).   

Assim como a IL-8 é considerada a quimiocina protótipo da família ―CXC‖ na 

quimiotaxia, sobretudo na atração de polinucleares como neutrófilos, a Proteína 

Quimioatraente de Monócitos 1 (MCP-1) é considerada o protótipo da família ―CC‖ 

na ação biológica, atraindo mononucleares e também eosinófilos e basófilos (Rollins, 
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1997).  MCP-1 foi inicialmente purificada de células musculares lisas da porção 

medial da artéria aorta de babuínos (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 ação de quimiotaxia com a MCP-1, sendo a exocitose a diferença entre 

estas duas moléculas, pois na liberação de RANTES este fenômeno é bem menos 

estimulado (Schall et al, 1988). Sua principal ação fisiológica é atrair e recrutar 

linfócitos T de memória CD45RO+ (CD45RO) e Linfócitos T Auxiliar CD4+ (CD 4) em 

células endoteliais e no sistema transendotelial. Além de CD4 atrai também 

Linfócitos Supressores CD8+ (CD 8) sendo considerada a molécula de ação 

quimiotáxica mais potente para células CD8+. Age como um ativador, independente 

de antígeno, das células T mediante respostas celulares como abertura dos canais 

de cálcio e liberação de citocinas (Roth et al, 1995; Rollins, 1997). 

As quimiocinas podem ligar-se aos proteoglicanos no glicocálice endotelial, 

envolvendo-os para agir como ligantes imobilizados na parede vascular localizada 

nos locais de inflamação sem serem arrastados pelo fluxo da corrente sanguínea 

(Ebnet et al, 1996). A afinidade de quimiocinas por proteoglicanos em particular 

pode variar entre tecidos distintos e durante a inflamação (Ebnet et al, 1996). 

RANTES está envolvido no processo de apoptose com a despolarização celular 

induzida pelo influxo prolongado de cálcio (Ca++) e liberação de citocinas 

inflamatórias promotoras de adesão/agregação celular, especialmente através de 

proteoglicanos também conhecidos como glicosaminoglicanos (GACs) (Appay e 

Rowland-Jones, 2001). O complexo da ligação dos GACs com quimiocinas é um 

pré-requisito para a ligação das quimiocinas com seus receptores e a interação 

quimiocina/GACs potencializa a atividade de citocinas quimiotáticas (Rek et al, 
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2009). De acordo com Rollins (1997), os cinco diferentes tipos de receptores 

específicos para quimiocinas do tipo ―CC‖ mostram especificidade cruzada para as 

citocinas, sendo exceção a eotaxina que se liga somente ao receptor CCR3 e MIP-

1 que por sua vez liga-se ao receptor CCR5. Apesar do receptor CCR3 ligar-se à 

RANTES com alta afinidade, o receptor CCR5 é que apresenta a maior afinidade, 

além da alta afinidade também com MIP-1 e MIP-1β (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 concentração conforme Figura 2 adaptada de Appay & Roland-Jones (2001). 

Em baixas concentrações, a molécula atua, na forma monomérica ou dimérica sobre 

seus receptores específicos CCR1, CCR3, CCR4 e CCR5 promovendo quimiotaxia, 

mobilização transitória de cálcio e supressão da infecção do HIV através da alta 

afinidade da ligação com estes tipos de receptores (Appay e Rowland-Jones, 2001; 

Rek et al, 2009). Além de RANTES, MIP-1α e MIP-1β são as outras quimiocinas 

―CC‖ capazes de inibir a entrada do vírus HIV nos macrófagos pela competição com 

os receptores CCR, diminuindo a infectividade do HIV (Hariharan et al, 2000).  
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Fonte: Adaptado de Appay & Roland-Jones (2001). 

 
Figura 2 - Influência da concentração de RANTES na ligação celular. 
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Em altas concentrações, RANTES promove autoagregação formando 

multímeros/oligômeros (agregados) e atua através de interação seletiva com GACs 

na superfície celular (Appay e Rowland-Jones, 2001; Mbemba et al, 2001; Proudfoot 

et al, 2001; Rek et al, 2009). Esta situação induz diminuição da afinidade da proteína 

tirosina quinase, sinalizando uma via celular que leva à ativação e proliferação de 

células T (Rek et al, 2009). RANTES promove a indução da expressão da IL-2, 

agregação homotípica e expressão aumentada de moléculas de superfície celular 

como os receptores de IL-2 (Rek et al, 2009). De fato, a expressão aumentada de 

GACs durante a inflamação é sugerida por Rek e colaboradores (2009) para 

interagir com as altas taxas de quimiocinas disponibilizadas estabelecendo gradiente 

para uma resposta inflamatória. 

A agregação é um pré-requisito para a atividade biológica inflamatória de 

RANTES, pois a sua oligomerização e a ligação com GACs é necessária para a 

atividade quimiotática ―in vivo‖ (Proudfoot et al, 2003). A migração leucocitária 

induzida pelo RANTES deve-se à ligação desta quimiocina com os receptores 

acoplados a Proteína-G transmembrana-7, pois a molécula liga-se ao endotélio 

ativado promovendo a migração celular por haptotaxia, sugerindo desta maneira 

uma ação bem definida nos processos inflamatórios (Wiedermann et al, 1993; Von 

Luettichau et al, 1996). A afinidade pelos GACs é dependente de interações 

eletrostáticas e ligações de hidrogênio, as quais contribuem significativamente para 

a ligação de alta afinidade da molécula por estes tipos de receptores (Rek et al, 

2009). A interação GAC/RANTES produz uma mudança na forma da quimiocina 

induzindo e facilitando a formação dos oligômeros como pré-requisito para a 

ativação leucocitária (Rek et al, 2009). Deste modo, a quimiocina atua como um 

modulador imunológico na forma agregada (Rek et al, 2009). As variações não 
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agregadas de RANTES (monômeros ou dímeros) têm pouco ou nenhum efeito na 

ativação leucocitária (Appay et al, 1999).  

Os principais membros da família dos GACs são os oligossacarídeos 

heparina e sulfato de heparan, consistindo de uma cadeia linear de 20-100 unidades 

de dissacarídeos, compostos de N-Acetil-D-glicosamina e ácido D-glicurônico, os 

quais podem ser modificados para incluir uma sulfatação de Nitrogênio ou Oxigênio 

além da epimerização do ácido β-D-glicurônico para ácido α-D-glicurônico. (Mbemba 

et al, 2001). O aumento da expressão e da quimiotaxia de RANTES em doenças do 

tecido reprodutivo, sobretudo na endometriose, está bem documentada (Hornung et 

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

A PE é considerada a síndrome de várias teorias e RANTES pode ter um 

papel importante nas duas mais aceitas, ou seja, teoria da má adaptação imune 

materno-fetal e a teoria inflamatória (Xia & Kellems, 2009; Sibai et al, 2005; Redman 

et al, 1999; Dekker & Sibai, 1998). A teoria da má adaptação imune materno-fetal 

pode ser a principal causa da placentação superficial e consequente estimulo 

inflamatório materno com ativação Th1 (Sibai et al, 2005). A subpopulação 

leucocitária é uma característica primária intrínseca da decídua uterina, 

independente da gestação e as células NK estão sobre efeito da regulação hormonal 

em roedores e humanos, aumentando na fase lútea pós ovulatória e predominando 

até o terceiro trimestre da gestação (King et al, 1997). Além disso, estudos 

imunohistoquímicos demonstram que 30-40% das células estromais da decídua 

humana, no início da gestação, são leucócitos, sendo que mais de 70% desses 

leucócitos deciduais são células NK CD56 (Bulmer et al, 1991; Moffett-King, 2002).  

Durante o início da gestação células NK uterinas acumulam como um 

infiltrado denso envolvendo as células trofoblásticas invasoras (Croy et al, 2003, van 
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der Meer et al, 2004). Da metade da gestação em diante, estas células NK uterinas 

progressivamente desaparecem, o que coincide com a invasão citotrofoblastica, em 

que a placentação humana se completa ao redor da 20ª semana de gestação (Sibai 

et al, 2005). Células NK uterinas afetam ambas, invasão trofoblástica e a 

modificação das artérias espiraladas uterinas através da produção de citocinas que 

estão implicadas na angiogênese e estabilidade vascular (Sibai et al, 2005; van der 

Meer, 2004; Croy et al, 2003). Um dos principais produtos das células NK é a 

produção de IFN-, que fisiologicamente é essencial na modificação das artérias 

espiraladas uterinas (Croy et al, 2003). 

Von Rango e colaboradores (2001) associando os efeitos da invasão 

trofoblástica com subpopulações leucocitárias no útero e nas trompas de Falópio 

mostraram que a grande quantidade de células NK inibe a implantação, inclusive 

especulando que o alto grau de invasão trofoblástica na parede tubária durante a 

gravidez ectópica pode estar associado à ausência de células NK nesse tecido. 

Células CD 8 e macrófagos CD 68 também mostraram uma forte associação com 

células trofoblásticas (Von Rango et al, 2001). Células NK são linfócitos 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 ação citotóxica induzindo apoptose em células 

alvos, com liberação de grande quantidade de citocinas como IFN- ,TNF-, e GM-

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

Terme, 2005).   

Além disso, há estudos prévios relatando o fato da PE, principalmente a 

precoce, estar associada à diminuída placentação ocasionada pela pobre invasão 

trofoblástica nas artérias uterinas espiraladas, sendo as células NK, sobretudo a 
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subpopulação e CD56bright e linfócitos CD8+ relevantes para o processo de 

implantação e, consequentemente, cruciais para a placentação 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 citotóxica de células CD8+ e células 

NK (Taub et al, 1996). RANTES e MIP-1α aumentam a proliferação de células T 

devido ao aumento da expressão B7 nas células apresentadoras de antígenos e 

também por aumentar a produção de IL-2 de células T ativadas (Bacon et al, 

1995).De particular importância é o fato de IL-2 e IL-12 ativarem e estimularem as 

células NK a promoverem a morte de células trofoblásticas no primeiro trimestre de 

gestação, pois estas células, juntamente com linfócitos T reconhecem a invasão 

trofoblástica promovendo apoptose para prevenir a superinvasão de células fetais 

(King et al, 1997; Von Rango et al, 2001; Terme, 2005; Scaife et al, 2006; Williams  

et al, 2009). A produção de IL-2 leva à produção de IFN- pelas células NK 

aumentando a sua toxicidade. IL-2 e IFN-detectados na decídua são secretados por 

células T e NK ativadas, as quais se encontram presentes neste local durante o 

início da gravidez humana (Scaife  et al, 2006; Williams et al, 2009). O estudo de 

RANTES adquire relevância pelo fato de a pobre placentação, feito comum na PE, 

estar associada a células NK, CD8+ e macrófagos CD 68+, todas elas alvos primários 

desta quimiocina, através da quimiotaxia, liberação de IL-2 e ativação leucocitária. 

Além disso, estas células estimuladas e ativadas secretam citocinas que possuem 

um alto grau de envolvimento na síntese e na liberação da quimiocina estudada 

nesta tese.  

De fato, várias citocinas inflamatórias estão documentadas na PE como 

TNF-, IL1-, IL1-β, IL-6 e IL-8, sendo algumas delas relacionadas diretamente  na 

síntese e liberação 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 proteína atua promovendo infiltração leucocitária para os 

locais de inflamação. 

Há também estudos sobre ação quimiotática de RANTES em linfócitos T na 

inflamação, associando o recrutamento de dessas células ao local inflamado em 

patologias distintas como endometriose ou lúpus eritematoso sistêmico. Inclusive 

associa a expressão dessa molécula com osmarcadores de atividade inflamatória do 

lúpus (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 detecção de 

monócitos nas células endometriais (Hornung et al, 2001; Lu et al, 2012). Vale 

ressaltar que a expressão do mRNA de RANTES pode ser inibida por 

corticosteroides (Wingettr et al, 1996).   

A produção de RANTES, a qual é gerada predominantemente por linfócitos 

T CD8+, e também por células endoteliais, células epiteliais, fibroblastos e plaquetas, 

é um fato importante na inflamação (Appay e Rowland-Jones, 2001).  A interação 

das citocinas TNF- e IFN- possui um efeito sinérgico na produção de RANTES nas 

células endoteliais e nos fibroblastos evidenciando que a combinação destas duas 

citocinas Th1 seja um fator determinante para a regulação da sua produção pelo 

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

Mais recentemente, Nakada e colaboradores (2009) mostraram que a 

produção intracelular aumentada de RANTES induzida pela expressão de mRNA 

lipossomal  nas células trofoblásticas foi via dependente dos receptores tipo –Toll 

―Toll-like receptor 3‖ (TLR3), através de encapsulação dos lipídios de membrana. 

Sugerindo à molécula quimioatraente também um papel na sinalização celular da 

inflamação, pois TLR3 induz os marcadores celulares da inflamação como o 
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aumento da produção e da ativação intracelular do marcador NF-к, além do 

aumento da síntese de RANTES. Embora células do estroma endometrial não 

secretem RANTES sob condições basais, a associação entre TNF- e IFN- ambas 

citocinas aumentadas na PE, induziram a expressão ―in vitro‖ de mRNA da própria 

quimiocina neste tecido (Hornung et al, 2001). 

A indução por TNF- e IFN- foi relatada em outras células também, pois 

IFN- estimula a expressão em macrófagos (Devergne et al, 1994) enquanto TNF-α 

estimula a expressão 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- e IFN- tem sido descrito também em vários 

fenômenos associados à inflamação incluindo a atividade citotóxica de macrófagos, 

a produção de radicais livres, sobretudo espécies reativas de oxigênio, a produção 

de óxido nítrico e a expressão de moléculas de adesão (Feinman et al, 1987; Liew et 

al, 1990; Kamijo et al, 1993). Importante salientar que a produção de RANTES 

estimulada pelo sinergismo produzido pela ação conjunta das citocinas Th1 TNF-α e 

IFN- 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 expressão de RANTES, assim 

como a maioria dos tumores e leucemias testadas por von Luettichau e 

colaboradores (1996). A expressão aumenta nos locais de inflamação, sendo 

importante salientar os altos níveis expressos de mRNA e da própria 

quimiocina/proteína RANTES em megacariócitos, alguns tumores e alguns tecidos 

fetais, sobretudo nos megacariócitos no baço 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 túbulos proximais e no córtex renal a expressão é 

acentuada. Em geral, raras células durante o desenvolvimento fetal expressam 

RANTES, sendo exceção os megacariócitos no baço na hematopoiese extramedular 

e células mesangiais durante o desenvolvimento renal, com altos índices desta 

quimiocina no mesangio glomerular e nos túbulos proximais, o que sugere uma 

importância na organogênese renal, além da ação quimiotática para esta molécula 

(Von Luettichau et al, 1996).    

Infiltrado de células mononucleares é um dos marcadores de rejeição de 

transplantes de órgãos. RANTES está presente no infiltrado de células 

mononucleares do interstício, produzido pelas células epiteliais renais durante a 

rejeição de transplante renal, sendo sintetizado localmente no interior do local 

inflamado ligado ao endotélio ativado capaz de atrair monócitos por haptotaxia 

(Wiedermann et al, 1993).  Apesar de a lesão renal (endoteliose glomerular) ser uma 

manifestação clínica característica da SPE e, além disso, haver uma associação 

importante de RANTES neste tecido em situações distintas como organogênese na 

fase fetal e rejeição em transplantes na fase adulta (Wiedermann  et al, 1993; Von 

Luettichau et al, 1996), há uma carência de publicações sobre esta molécula na PE 

e gestação normal. 

Athayde e colaboradores (1999) em um dos raros trabalhos sobre esta 

molécula na gestação procurou estabelecer uma relação entre sua concentração no 

liquido amniótico e a idade gestacional. Encontraram uma diminuição da 

concentração desta quimiocina no líquido amniótico com o avanço da idade 

gestacional, estando, portanto, aumentada em pacientes com parto prematuro 

quando comparado com pacientes a termo (Athayde et al, 1999).  A concentração de 
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RANTES também está aumentada no liquido amniótico durante o trabalho de parto e 

infecção bacteriana da cavidade amniótica induzida por endotoxinas bacterianas, 

fato que promove a quimiotaxia de monócitos e linfócitos (Athayde et al, 1999). 

Outras citocinas Th1 como TNF- e IL-1β também estão 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 diferenças entre os 

grupos apenas nas concentrações de IL-6, IL-8 e receptor solúvel de IL-4. Hwang e 

colaboradores (2010) também não encontraram diferença nesta molécula entre 

gestantes normais e com PE, estudando a expressão de algumas dezenas de 

citocinas em células embrionárias mesenquimais placentárias. 

Hariharan e colaboradores (2000), ao estudarem quimiocina ―CC‖ em 

mononucleares, mostraram uma diminuição da expressão intracelular de RANTES 

em linfócitos do cordão umbilical em relação aos linfócitos do sangue periférico de 

adultos e produção pelas células mononucleares no cordão umbilical. Esta última 

devendo-se principalmente aos linfócitos CD8+/CD45RO (Hariharan et al, 2000). 

Além do alto coeficiente de correlação estabelecido entre as citocinas Th1, MCP-1, 

MIP-1β e IL-8 no cordão umbilical, os resultados de Takahashi e colaboradores 

(2010) mostraram no cordão umbilical que esta quimiocina possui níveis mais 

elevados que as outras 14 citocinas estudadas.  

Há um grande número de publicações sugerindo um caráter aterogênico de 

RANTES pela indução da migração leucocitária transendotelial, implicado nas fases 

iniciais da parte inflamatória do processo aterogênico (Simeoni et al, 2004). Tem 

sido proposto que quando estocado nas vesículas secretoras plaquetárias é liberado 

diante da ativação plaquetária e imobilizado na superfície do endotélio inflamado, 
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promovendo recrutamento de monócitos, aderindo-os às artérias ateroscleróticas e 

acelerando a formação dessas lesões assim como a formação de trombo (Von 

Hundelshausen et al, 2001; Huo et al, 2003). Há também estudos experimentais em 

ambas as situações, seja a deficiência de CCR5, principal receptor para os 

monômeros e dímeros de RANTES ou o uso de Met-RANTES, antagonista dos 

receptores de RANTES diminuindo a ação biológica desta molécula com redução da 

formação da placa aterosclerótica (Veillard et al, 2004; Zernecke et al, 2006).  

O fundamento deste estudo está baseado no projeto de pós-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 placentário e plasmas do 

cordão umbilical e mãe com e sem pré-eclâmpsia. Ficou demonstrado que gestantes 

com PE grave apresentam diferentes perfis de citocinas em comparação com 

gestantes normais, sugerindo que no arranjo de citocinas avaliado, o perfil da 

placenta, mãe e feto são distintos. Como o RANTES foi a única citocina que 

apresentou diferença estatisticamente significativa entre os três locais estudados 

quando da comparação entre os grupos, o presente estudo intencionou verificar o 

referido resultado numa amostra maior de pacientes. Está alinhado também com o 

propósito de publicações recentes (Cetin et al, 2011; Meiri et al, 2011) sobre a 

atualização de novos marcadores biológicos na PE, visando estabelecer um perfil da 

quimiocina RANTES em três locais distintos, na mãe e no recém-nascido em ambas 

as condições, PE e gestação normal.  
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2 HIPÓTESE 

 

 

Os níveis da quimiocina inflamatória RANTES estão aumentados na pré-

eclâmpsia em relação à gestação normal no tecido placentário, plasma materno e do 

cordão umbilical. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL:  

 

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

cordão umbilical de gestantes normais e com pré-eclâmpsia. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

Em gestantes normais e com pré-eclâmpsia: 

 

 Quantificar os níveis de RANTES nos plasmas materno e do cordão 

umbilical e no tecido placentário; 

 Comparar os níveis de RANTES nos três tecidos estudados; 

 Correlacionar os níveis de RANTES com a evolução clínica 

materno-fetal. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

4.1 DELINEAMENTO 

 

Foi realizado um estudo transversal em 69 gestantes que receberam 

tratamento obstétrico no Hospital São Lucas da Pontifícia Universidade Católica do 

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

 

4.2 CRITÉRIOS 

 

A PE foi diagnosticada de acordo com o NHBPWGEPHBPP (2000), que 

estabelece aumento da pressão sanguínea a níveis mais elevados que 139/89 

mmHg, após  20 semanas de gestação em pacientes previamente normotensas, 

acompanhada de proteinúria maior que 0.29 g/24h ou a relação proteinúria 

creatininúria maior que  0,3. 

PE severa foi considerada se um ou mais dos seguintes marcadores 

estivessem presentes: pressão arterial sistêmica > 159/109 mmHg, excreção urinária 

de proteína maior que 4,9 g em amostra de 24 horas ou 3 a 4 + no exame qualitativo 

de urina (EQU) de amostra randomizada, Síndrome HELLP, trombocitopenia, 

epigástria, dor em quadrante superior direito, insuficiência hepática, edema 
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pulmonar, ou diagnóstico de distúrbio 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 excluídas do estudo pacientes com história de diabetes, doenças 

renais, doença hepática, doença infecciosa, gestação múltipla e ruptura prematura 

de membrana. Gestação normal com 1+ na urinálise sendo considerada positiva 

para presença de proteína e trabalho de parto prematuro também foram excluídos 

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

 

4.3 APROVAÇÕES DO ESTUDO  

 

A pesquisa foi aprovada pela Comissão Científica da faculdade de 

Medicina/HSL-PUCRS, bem como pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCRS (Nº 

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. Após o parto, foi puncionado 4 mL de 

sangue da veia do cordão 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 distância entre o cordão umbilical e a extremidade do 
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órgão. Este material foi lavado e colocado em criotubos contendo salina fosfatada 

tamponada (PBS) e após armazenado a –80°C. Os materiais coletados foram então 

trazidos para o Laboratório de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas, 

sendo o sangue materno e do cordão 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, após o descongelamento à temperatura ambiente, maceradas e 

homogeneizadas adicionando 200 ul de tampão de lise (10mM Tris-HCl (pH 7.5); 

1mM MgCl2, 1mM EDTA (0.5 pH 8.0); 0.1 mM de fluoreto de fenilmetanosulfanil 

100mM; 5mM de beta-mercaptoetanol, 0,5% de ácido propanosulfonico 3[(3-

colamidopropil)dimetilamônio]; 10 % glicerol; água bi-destilada, diluído para 2 mL de 

PBS 1X. As amostras foram centrifugadas a 4.000 g durante 10 minutos a 5ºC; o 

sobrenadante foi estocado a – 80ºC. As alíquotas de placenta foram submetidas à 

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

  

4.5 ENSAIOS 

 

A concentração de RANTES em placenta e plasmas materno e do cordão 

umbilical foi verificada pelo teste imunoenzimático 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 proteína RANTES (antígeno), o anticorpo 

humano biotinilado anti-RANTES humano foi utilizado como anticorpo de detecção, 

a estreptavidina conjugada com peroxidase de rábano silvestre foi usada como 

substrato e peróxido de hidrogênio como cromógeno 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 antígeno (RANTES) ficar no meio de dois anticorpos como um 

sanduíche conforme esquema na Figura 3. 

 

 

 

Microplacas ELISA 

Ac-cap 

Antígeno 

Ac-det 

Bio Strep 

Perox 

Crom 

substrato 

 

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 detecção); Bio (Biotina); Strep (streptavidina); Perox 

(peroxidase) e crom (cromogéno). 

 

A escolha de RANTES como citocina investigada advém das evidências da 

literatura, o papel das mesmas na resposta vascular e a diferença desta quimiocina 

constatada em estudo de rastreamento realizado em Jackson, Mississipi, Estados 

Unidos (dados não publicados) nos mesmos tipos de amostras investigadas no 

presente estudo. Os ensaios foram desenvolvidos em microplacas conforme 

recomendação do fabricante (Anexo 3). A intensidade da coloração foi medida em 

450 nm utilizando-se um leitor de placa de ELISA. Para a validação do ensaio, foram 

realizados testes de diluição em amostras de placenta e plasma materno e do 
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cordão umbilical, tanto de SPE como de gestantes normais. Este procedimento foi 

feito para verificar qual a diluição que deveriam sofrer as amostras, considerando 

que o valor medido estivesse dentro do intervalo de linearidade da curva de 

calibração. As diluições em reagente diluente fornecido pelo kit ELISA foram: plasma 

materno 1:128; placenta 1:50 e plasma do cordão umbilical 1:300 vezes. A 

sensibilidade do teste ELISA utilizado está entre 10 e 1000 pg/mL. Após os ensaios, 

os valores medidos foram multiplicados pelo respectivo fator de diluição. 

Após a realização dos testes de diluição, foram feitos ensaios para 

determinar o coeficiente de variação intra e inter-ensaio para dois avaliadores. Para 

estimar o coeficiente intra-ensaio, verificou-se nos três tipos de amostras incluídas 

no estudo, três medidas de três pacientes (2 SPE e 1 gestante normal) em triplicata, 

obtendo-se um coeficiente de 9 % para um dos avaliadores e 12 % para o outro; 

valores obtidos pelo cálculo da média entre as triplicatas das três medidas nas três 

amostras de cada paciente. Estes procedimentos foram repetidos por três dias 

consecutivos para os dois avaliadores também, alcançando o coeficiente de 

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

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada no programa Statistical Package for Social 

Sciences versão 17.0 (SPSS,17.0) para Windows. As variáveis contínuas foram 

descritas por medidas de tendência central e dispersão (média e desvio-padrão ou 

mediana e intervalo interquantil). Nas comparações entre os dois grupos foram 

empregados os testes t de Student ou U de Mann-Whitney. O teste do Qui-quadrado 

foi utilizado nas comparações das variáveis categóricas. Para as correlações entre 
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variáveis quantitativas de distribuição paramétrica foi utilizado o coeficiente de 

correlação de Pearson, com significância determinada pelo teste t de Student. 

Correlações entre variáveis não-paramétricas foram testadas pelo teste de 

correlação de Spearman. Teste do Qui-quadrado seguido do Teste Exato de Fischer 

e Teste de Kruskal-Wallis foram usados para avaliar dependência entre variáveis 

não paramétricas. O nível de significância 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 Laboratório de Nefrologia do Instituto de 

Pesquisas Biomédicas da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

recebem apoio do CNPq, CAPES, FINEP, FAPERGS, Ministério da Saúde, 

Secretaria de Ciência e tecnologia do RS e da PUCRS.   



Resultados 

 

55 

 

5 RESULTADOS 

 

 

O Anexo 6 apresenta o artigo contendo os principais resultados encontrados 

no presente estudo. O artigo foi submetido ao periódico Obstetrics and Gynecology, 

estando sob apreciação dos revisores. 

A Tabela 1 resume as características clínicas e demográficas dos recém-

nascidos e das mulheres com gestação normal e SPE. Idade materna, idade 

gestacional obstétrica, paridade, parto normal, raça, pressões sanguínea diastólica e 

sistólica, peso da gestante, glicemia, IMC (ajustado pela idade gestacional), peso do 

recém-nascido, peso da placenta, Apgar 1 e 5 minutos após nascimento e 

classificação do tamanho do recém-nascido foram comparados entre os grupos. 

A Idade gestacional foi menor na SPE comparada à gestação normal. 

Pressões arteriais diastólica e sistólica 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 clínicos e demográficos dos recém-nascidos e das gestantes. 

  Gestação Normal 

                                              

           (n=36) 

Síndrome de 
Pré-eclâmpsia 

          (n=33) 

P 

Idade Materna (anos)  25,6±5,2 26,3±6,7   0,617 

Idade Gestacional Obstétrica 
(semanas)  

39,5±1,5 36,0±4,5 <0,001* 

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 

Pressão Arterial Sistólica 
(mmHg)  

116,7±10,6 156,6±18,6 <0,001* 

Pressão Arterial  Diastólica 
(mmHg)  

74,5±7,3 100,8±14,3 <0,001* 

Peso Materno(kg)  76,7±17,6 80,2±15,6    0,411 

Índice de Massa Corpórea 
(Kg/m2)  

Categoria de Índice de Massa           

Corpórea :                                            

29,7±5,3 30,6±4.7    0,480 

    

   0,768 

    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)  76,6±7,4 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 

Índice de Apgar (1º minuto)  8,1±1,7 7,5±1,7    0,152 

Índice de Apgar (5º minuto)  9,1±1,8 8,8±1,1    0,421 

Classificação do Recém-
nascido  

     0,029
***

 

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

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

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

Teste-t; Teste do Qui-quadrado;  Teste de Probabilidade Exata de Fischer; Teste do Qui-
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 concentrações 

plasmáticas (96,7±25,1 ng/dL vs 42,8±17,8 ng/dL) e placentárias (210,0±85,8 ng/g 

proteína vs 14,2±4,2 ng/g proteína) de RANTES significativamente maiores que 

mulheres com gestação  normal (p<0,001). O plasma do cordão umbilical de recém-

nascidos de mulheres com PE mostrou níveis diminuídos de RANTES comparado ao 

plasma do cordão 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). 

 

Figura 4 - Níveis de RANTES no plasma do cordão umbilical, plasma materno e placenta. 

 

Houve uma correlação significativa entre  a idade gestacional obstétrica e os 

níveis de RANTES na placenta, plasma materno e plasma do cordão umbilical de 

ambos os grupos, gestação 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 correlação foi 

P<0,05 

P<0,05 

P< 0,05 
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perdida quando ajustada pela regressão linear múltipla por classes (gestação normal 

e SPE)(p<0,14) conforme Figuras 5, 6 e 7. 

 

 

Figura 5 - Correlação entre níveis de RANTES na placenta e idade gestacional obstétrica. 
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Figura 6 - Correlação entre níveis de RANTES no plasma do cordão umbilical e idade gestacional 

obstétrica. 
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Figura 7 - Correlação entre níveis de RANTES no plasma materno e idade gestacional obstétrica. 

 

A concentração de RANTES na placenta apresentou correlação positiva com 

a concentração de RANTES no plasma materno (Correlação de Pearson r= 0,697; 

p<0,001). Este estudo mostrou correlações negativas consistentes nos níveis de 

RANTES entre as amostras maternas e do RN através das correlações 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 cordão umbilical, conforme Tabela 2.   
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Tabela 2 - Correlação de RANTES entre plasma materno, plasma do cordão 

umbilical e placenta. 

RANTES PLASMA MATERNO CORDÃO UMBILICAL 

Placenta r=0,697 (Pearson) 

p<0,001 

r= - 0,818 (Spearman) 

p<0,001 

Plasma materno  r= - 0,751 (Spearman) 

p<0,001 

 

 

A probabilidade da distribuição do tamanho do RN para a idade gestacional 

ter acontecido por acaso foi de somente 3% - isto se refere à distribuição da 

classificação 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 níveis de RANTES nos locais estudados não estarem 

associados ao IMC das gestantes neste trabalho, há uma tendência não 

significativa, de aumento de RANTES no plasma materno com o aumento do IMC 

das gestantes conforme Figura 8.  Nenhuma associação foi detectada entre o 

RANTES da placenta ou plasma do cordão umbilical com o IMC (Figuras 9 e 10). 



Resultados 

 

62 

 

 

 

Figura 8 - RANTES no plasma materno conforme classificação do IMC das gestantes. Gestantes 

foram divididas em 4 grupos de acordo com IMC para gestantes (gráfico na página 14 do 

texto Índice 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 placentário conforme classificação do IMC das gestantes. 

Gestantes foram divididas em 4 grupos de acordo com IMC para gestantes (gráfico na 

página 14 do texto Índice de Massa Corporal acessado em 26 de abril de 2011(em 

http://sites.google.com/site/imc22indicedemassacorporal/)): 1 são 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 cordão umbilical conforme classificação do IMC das 

gestantes. Gestantes foram divididas em 4 grupos de acordo com IMC para gestantes 

(gráfico na página 14 do texto Índice 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 DISCUSSÃO 

 

Os resultados deste estudo sugerem uma diferença na resposta inflamatória 

entre a mãe e o RN, estabelecendo um perfil distinto da quimiocina RANTES em 

ambas as condições, SPE e gestação normal. De fato, há uma correlação 

consistentemente negativa dos níveis de RANTES entre amostras maternas (plasma 

materno e placenta) e amostra fetal (plasma do cordão umbilical). Os achados deste 

trabalho sobre os níveis de RANTES em amostras maternas (plasma materno e 

placenta) contribuem para a hipótese da resposta inflamatória materna aumentada 

na PE (Redman et al, 1999), considerando o aumento estatisticamente significativo 

dos níveis de RANTES das gestantes com SPE comparados com as gestantes 

normais. Este estudo, além de corroborar para a hipótese inflamatória da PE através 

do perfil materno desta molécula, vai ao encontro das publicações que associam 

esta quimiocina aos distintos processos inflamatórios 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-El-Din Bessa et al, 2012). 

A maior diferença, estatisticamente significativa, entre os níveis de RANTES 

nos locais estudados, ocorreu na placenta de gestantes com SPE em relação aos 

níveis placentários de gestantes normais, consoante com estudos prévios de que a 

PE é originada na placenta, a qual libera fatores citotóxicos na circulação materna 

promovendo disfunção endotelial e a manifestação clínica da síndrome (Redman, 
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1991; Dekker e Sibai, 1998; Redman et al, 1999; Borzychowski et al, 2006; Mutter e 

Karumanchi, 2008).  

O RANTES é considerado a quimiocina inflamatória mais altamente 

induzível nas células trofoblásticas por Nakada e colaboradores (2009). A limitada 

invasão endovascular citotrofoblástica nas artérias uterinas espiraladas e a 

disfunção celular endotelial são duas condições fundamentais na patogênese da PE, 

ainda que sua etiologia permaneça desconhecida e os mecanismos responsáveis 

pela patogênese pouco compreendidos (Dekker e Sibai, 1998; Xia e Kellems, 2009).  

A baixa invasão trofoblástica nas artérias espiraladas uterinas está fortemente 

associada às principais linhagens celulares mais influenciadas pela quimiotaxia e 

ativação de RANTES, as quais são predominantes na decídua no início da gestação. 

Esse conjunto de fatores pode levar à limitada placentação resultando em hipóxia 

placentária e liberação de fatores citotóxicos, citocinas e quimiocinas que promovem 

dano nas células endoteliais maternas com promoção de disfunção endotelial 

(Dekker e Sibai, 1998; Mutter e Karumanchi, 2008; Sharma et al, 2010); responsável 

pelas manifestações clínicas como hipertensão arterial sistêmica e proteinúria 

(Dekker e Sibai, 1998;  Borzychowski et al, 2006; Mutter e Karumanchi, 2008; 

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

Apesar da limitada placentação ser responsável pela PE precoce, nem todos 

os casos de PE estão associados a esse fato (Dekker e Sibai, 1998; Redman et al, 

1999; Sharma et al, 2010). Inflamação crônica encontrada em outras doenças como 

hipertensão e diabetes também promove disfunção endotelial contribuindo para o 

desenvolvimento de PE por estresse oxidativo da placenta pela presença de radicais 

livres gerados nestas patologias inflamatórias, as quais estão associadas à PE 

tardia. Estresse oxidativo e excessiva liberação de sFlt-1 pelo sinciotrofoblasto, sob 
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hipóxia placentária, 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 associação positiva entre o risco de PE e o 

aumento do IMC durante a gestação, sendo o sobrepeso e a obesidade prévia à 

gestação importantes fatores de risco à PE (Walsh, 2007; Ovesen et al, 2011). 

Apesar de ambos, obesidade e PE, estarem associados com marcadores 

inflamatórios aumentados como PCR, TNF-IL-6, e IL-8 (Walsh, 2007), no presente 

estudo o IMC não teve nenhuma correlação significativa com os níveis de RANTES 

nas 69 gestantes estudadas, ao contrário dos estudos de O’Brien e colaboradores 

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

A expressão materna de RANTES no plasma e na placenta de gestantes 

com PE no presente trabalho poderia ser explicada por diversas moléculas 

inflamatórias envolvidas na sua expressão genética, síntese e liberação. Benyo e 

colaboradores (2001) demonstraram que a placenta humana, sob condições 

reduzidas de oxigênio apresenta elevada produção de TNF-α e IL-1β, já os níveis 

circulantes de TNF-α, IL-1β e IL-6 estão aumentados em mulheres com PE. Além 

disso, há entendimento de que as citocinas inflamatórias TNF-α e IL-1β podem 

produzir disfunção endotelial (Benyo et al, 2001). Marfaing-Koka e colaboradores 

mostraram cultura de células endoteliais produtoras de RANTES ao estímulo de 

citocinas inflamatórias como TNF-α e IFN-, principalmente por aumentar a 

quantidade de RANTES mRNA celular. Vale lembrar o fato de que as células NK, 

altamente envolvidas no processo de implantação, sob estimulo de IL-2, induzem a 

forte produção de IFN-e TNF-ambas moléculas envolvidas na síntese e 

liberação de RANTES (Von Rango et al, 2001; Terme, 2005). Além disso, Scaife e 
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colaboradores (2006) demonstraram que os linfócitos CD8+ na decídua, no inicio da 

gestação normal, são capazes de função citolítica e representam uma fonte 

potencial de IFN- que poderia afetar a invasão trofoblástica, sendo estes linfócitos 

as principais células recrutadas por RANTES. 

 Chun Li e colaboradores (2009) demonstraram em um experimento dose-

resposta, que a expressão de RANTES  e a sua atividade quimiotáxica para 

monócitos aumentaram após estímulo de IL-1β em células do estroma endometrial. 

Ao contrário dos resultados do presente estudo, Jonsson e colaboradores 

(2006) não encontraram diferenças nos níveis séricos de RANTES entre gestantes 

normais e gestantes com PE. Os autores dosaram um espectro de citocinas por 

sistema múltiplo no soro, enquanto que a presente investigação avaliou RANTES 

pelo método ELISA em plasma. No presente trabalho, apesar das gestantes com 

SPE apresentarem idade gestacional diminuída em relação a gestantes normais, 

não houve influência nos valores de RANTES, fato que reduz a possibilidade de 

viés, no estudo de Jonsson e colaboradores (2006) não houve esta diferença. 

Athayde e colaboradores (1999) demonstraram que a concentração de 

RANTES no fluido amniótico diminui com o avanço da idade gestacional. No 

presente estudo, verificou-se que a correlação dependente dos níveis de RANTES, 

tanto placentário quanto plasmático, e a idade gestacional na PE e gestação normal 

foi perdida quando o ajuste por regressão linear múltipla por classes foi aplicado. 

Os níveis de RANTES no cordão umbilical são controversos, pois enquanto 

Matoba e colaboradores (2009) relataram que os níveis de RANTES no cordão 

umbilical não estão associados à idade gestacional, Dammann e colaboradores 

(2001) mostraram níveis elevados de RANTES no cordão umbilical em idade 
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gestacional baixa. Os níveis de RANTES encontrados no cordão umbilical dos RN 

de gestantes com SPE no presente estudo estão em sintonia com os achados de 

Takahashi e colaboradores (2010). Os autores demonstraram uma forte correlação 

entre as citocinas com perfil Th1 e relataram uma diminuição da expressão Th1 

nesse tecido. Hariharan e colaboradores (2000) também mostraram produção 

diminuída de RANTES em mononucleares do cordão umbilical de RN comparado 

com mononucleares do sangue periférico de adultos. 

Intrigante foi o resultado aumentado de RANTES encontrado no cordão 

umbilical dos RN de gestantes normais comparado com o plasma de ambas as 

gestantes, normais e com síndrome de pré-eclâmpsia, pois além das citocinas no 

cordão umbilical carecerem de um maior número de publicações, RANTES é menos 

explorado ainda. Os resultados mostraram também a condição inflamatória no 

cordão umbilical de gestantes. Os resultados encontrados pelo presente trabalho 

mostram um comportamento distinto anti-inflamatório na SPE, e inflamatório na 

gestação normal para a quimiocina no cordão umbilical dos RN de ambas as 

condições. A correlação negativa de RANTES encontrada neste estudo entre as 

amostras maternas e dos RN mostra um perfil inflamatório oposto na placenta e 

plasma materno em relação ao plasma do cordão umbilical. Corroborando com 

nossos resultados, Takahashi e colaboradores (2010) relataram níveis de IL-1β e 

IFN-, dentre outras citocinas proinflamatórias, diminuídos no cordão umbilical 

(Takahashi et al, 2010). 

IL-1β e IFN- têm sido envolvidas na expressão, produção e liberação 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 Th1 estão em níveis 

relativamente baixos comparado com outros tipos de citocinas no cordão umbilical 
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(Takahashi et al, 2010). Hariharan e colaboradores relataram uma menor produção 

de RANTES nas células mononucleares do cordão umbilical comparado com as 

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

Os resultados apresentados mostraram concentrações de RANTES 

elevadas no plasma do cordão umbilical de RN de gestantes normais comparadas 

com as gestantes com SPE, sugerindo que a gravidez por si mesma apresente-se 

como uma condição inflamatória também para o feto. Observou-se na SPE um perfil 

inflamatório diminuído através da quimiocina RANTES, sugerindo um 

comportamento fetal diferente da gestação normal, talvez com o propósito de evitar 

a participação de mais fatores adversos que levassem à interrupção precoce da 

gestação.  

O presente trabalho investigou mediadores desta síndrome inflamatória. 

Critérios de exclusão rígidos foram adotados rejeitando pacientes com qualquer 

patologia associada. De fato, condições associadas com maior risco de PE, como 

diabetes, doença renal e outras podem constituir uma limitação do presente estudo. 

Por outro lado apresenta resultados que parecem ser relevantes especificamente 

para este distúrbio hipertensivo. A diferença nas idades gestacionais entre SPE e 

gestação normal pode ser considerada como maior fonte de viés, apesar de que a 

correlação associando ambas as variáveis foi perdida quando ajustada para classe. 

A importância deste estudo é o fornecimento de informações novas, investigando 

RANTES simultaneamente no tecido placentário, pasmas materno e do cordão 

umbilical, estabelecendo o perfil desta citocina na PE e gestação normal. 
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7 CONCLUSÃO 
 

 

Os níveis de RANTES na placenta e no plasma de gestantes com SPE 

foram significativamente maiores quando comparado com gestantes normais. 

Os níveis de RANTES no plasma do cordão umbilical de RN de gestantes 

com PE foram significativamente menores quando comparados com RN de 

gestantes normais. 

Houve uma correlação positiva, estatisticamente significativa, entre a 

concentração de RANTES na placenta e no plasma materno. 

Houve uma correlação negativa, estatisticamente significativa, entre as 

amostras maternas (plasma e placenta) e o plasma do cordão umbilical.  

Este estudo mostrou, pela primeira vez, o perfil de RANTES analisado de 

maneira simultânea na placenta e plasmas materno e do cordão umbilical, 

evidenciando diferenças entre suas concentrações entre os grupos de gestantes 

com e sem SPE. 

Os resultados encontrados nas amostras maternas apoiam a ideia de PE ser 

uma manifestação Th1. 

Os resultados de RANTES no plasma do cordão umbilical de RN de 

gestantes com PE indicam uma atividade menos inflamatória comparados com RN 

de gestantes normais e mostram uma correlação inversamente proporcional aos 

níveis de RANTES nas amostra maternas, em ambas as condições. 

Os níveis de RANTES neste estudo não sofreram influência do IMC das 

gestantes e da idade gestacional obstétrica. 
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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 São 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 São Lucas Hospital/Pontifíca Universidade Católica do 

Rio Grande do Sul (HSL/PUCRS): 33 with and 36 without preeclampsia. 

Preeclampsia syndrome was defined as new hypertension (>139/89 mmHg) 

accompanied by new proteinuria (>0.29 g/24h or > 0,3 proteinuria/creatininuria ratio) 

occurring after 20th 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 Pontifícia 

Universidade Católica 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 ºC until use. After delivery a 

placental cubes of approximately 1 cm3 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-HCl (pH 7.5); 1 mM MgCl2; 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-distilled water (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA-USA), 

compressed, diluted in 2 mL of PBS 1X, centrifuged at 4,000 X g for 10 minutes at 

5ºC; the supernatant was stored at -80ºC. 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 α=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. 

 

 

 



Anexos 
 

 

99 

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 (TNFα) and interleukin-1β (IL-1β) in placenta, as well as 

maternal circulating levels of TNF-α, IL-1β and IL-6 are increased in preeclampsia 

(24). It is possible that those alterations are related, considering that endothelial cells 

stimulated by TNF-α and interferon  (IFN-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-1β 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 Th1 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-beta1, 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 

(n=36) 

Preeclampsia 

(n=33) 

P 

Maternal Age (years) 25.6±5.2 26.3±6.7 0.617* 

Obstetric Gestational Age 
(weeks) 

39.5±1.5 36.0±4.5 <0.001* 

Primiparity: n (%) 16 (44.4) 23 (69.7) 0.109** 

Normal Delivery: n (%) 26 (72.2) 8 (24.2) <0.001** 

Caucasian: n (%) 18 (52.9) 20 (60.6) 0.818** 

Systolic Blood Pressure (mmHg) 116.7±10.6 156.6±18.6 <0.001* 

Diastolic Blood Pressure (mmHg) 74.5±7.3 100.8±14.3 <0.001* 

Maternal Weight (kg) 76.7±17.6 80.2±15.6 0.411* 

Body Mass Index: 

Body Mass Index category: 

29.7±5.3 30.6±4.7 0.480* 

   0.768*** 

    Normal Weight: n (%) 13 (37.1) 10 (33.3)  

    Discrete Overweight: n (%) 11 (31.4) 10 (33.3)  

    Severe Overweight: n (%) 7 (20.0) 4 (13.3)  

    Obese: n (%) 4 (11.4) 6 (20.0)  

Glicemia (mg/dL) 76.6±7.4 76.0±10.9 0.812* 

Newborn Weight (g) 3,397.4±464.7 2,683.0±1,014.8 <0.001* 

Placental Weight (g) 644.1±148.3 575.2±187.9 0.097* 

Apgar Index (1st minute) 8.1±1.7 7.5±1.7 0.152* 

Apgar Index (5th minute) 9.1±1.8 8.8±1.1 0.421* 

Newborn classification     0.029**** 

Appropriate for Gestational Age: 
n (%) 

27 (75.0) 26 (83.9)  

Large for Gestational Age: 

n (%) 

9 (25.0) 2 (6.5)  

Small for Gestational Age: 

n (%) 

0 3 (9.7)  

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

followed by Fisher´s Exact Test 
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