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RESUMO

A Sindrome da Pré-Eclampsia (SPE) € o distirbio hipertensivo que ocorre na segunda
metade da gestacdo. Os sinais clinicos s@o parte de uma resposta inflamatéria intensa que
inclui a ativagcdo leucocitdria. O desequilibrio no balanco de citocinas secretadas pelos
linfécitos auxiliares Tal (inflamatérias) e Ta2 (antiinflamatdrias) a favor do perfil Tal
dominante € descrito como um marcador da resposta inflamatéria sist€émica na SPE. O
presente estudo investigou as alteracdes nas citocinas totais T1/T2 nos linfécitos T CD3+ e a
distribuicdo dos linfécitos sanguineos periféricos nas mulheres com pré-eclampsia em
comparacdo as gestantes normotensas. Cinqgiienta e uma mulheres foram incluidas no estudo
(SPE=26, Controles=25). A contagem global de leucdcitos e a contagem de linfécitos, o
percentual de células CD3+ (linfécitos T imunocompetentes), o percentual das células INF-
v /CD3" (linfécitos T com imunofendtipo de citocinas do tipo 1), o percentual das células IL-
4/CD3" e IL-10"/CD3" (linfécitos T com imunofenétipo de citocinas do tipo2), o percentual
das células CD4"/CD8" (linfécitos T auxiliares/T citotéxicos) e o percentual das células
CD26" (atividade dipeptidil-peptidase IV) foram determinados em amostras de sangue através
das andlises por citometria de fluxo em 2 cores. Detectou-se que o nivel do subtipo
linfocitirio CD4+ no grupo SPE foi mais elevado que no grupo controle (43.61£5.8 vs
37.815.7%; P=0.002). Todos os outros pardmetros imunolégicos nao foram
significativamente diferentes entre os grupos (P>0.05). Concluiu-se que a situacio de ativacao
imunoldgica, devido ao aumento nos niveis dos linfécitos Ta, estd associada com a resposta
inflamatodria sistémica descrita na mulher com SPE. O desquilibrio no perfil de citocinas totais
do tipo 1 e do tipo 2 na SPE ndo foi evidenciado nas células com imunofenétipo CD3+, e
pode estar presente em outros subtipos celulares especificos como nos linfécitos CD4" ou

CD3.



ABSTRACT

Pre-eclampsia syndrome (PES) is a hypertensive disorder of the second half of
pregnancy. The clinical signs are part of a severe systemic inflammatory response that
includes leukocyte activation. Th1/Th2 cytokine imbalance towards a dominant Thl profile
has been described as a marker of the systemic inflammatory response in PES. The present
study evaluated the changes of total Th1/Th2 cytokines in CD3" cells and the peripheral blood
lymphocytes distribution in women with pre-eclampsia comparing to normotensive pregnant
women. Fifty-one pregnant women were included (PES=26, Controls=25). Total leukocytes
and lymphocytes counts, percentages of CD3" cells (immunocompetent T-lymphocytes), INF-
vY/CD3" cells (T lymphocytes with type 1 cytokine profile), IL-47/CD3* and IL-10*/CD3*
cells (T lymphocytes with type 2 cytokine profile), CD4"/CDS8" cells (T helper/T cytotoxic
lymphocytes) and CD26" (dypeptidil-peptidase IV activity) cells were determined in blood
samples by 2 color flow cytometric analysis. A higher CD4" lymphocyte subset levels in SPE
comparing to normal pregnancy group (43.615.8 vs 37.815.7%; P<0.001) was detected. All
the others immunological parameters were not significantly different between groups
(P>0.05). Actived immune status due higher Th cells levels is associated with systemic
inflammatory response described in PES women. Type 1/Type-2 shift in PES was not
detected in CD3" cells, and may be present in other specific cell types such as in CD4" and

CD3’ lymphocytes.



INTRODUCAO

1. PRE-ECLAMPSIA

1.1 Apresentacio clinica

A pré-eclampsia é a denominacdo a doenca gestacional multisist€émica caracterizada
pelos sinais clinicos de hipertensdo e proteinidria que aparecem apds a vigésima semana de
gestacdo. Esta sindrome representa a principal causa de morbi-mortalidade para a mae e o
feto. Nos Estados Unidos, 15 a 20% das causas de morte materna sao atribuidas a hipertensao
durante a gestacdo (Sibai et al, 2005; Gifford et al, 2000). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude, a Doenca Hipertensiva da Gestacdo € responsdvel por 28% das causas de morte
materna na América Latina (Khan et al, 2006). De acordo com os dados oficiais do Ministério
da Saude, no ano de 2001, a razdo de mortalidade materna nas capitais brasileiras foi de 74,5
obitos maternos por 100 mil nascidos vivos sendo que as principais causas sao a hipertensdo
arterial, hemorragias, infec¢des pds-parto e aborto. Em paises desenvolvidos, esta razdo oscila
de seis a 20 6bitos por 100 mil nascidos vivos (Ministério da Saude, 2008). No Hospital Sao
Lucas da PUCRS, no ano de 2000, foi verificado que a ocorréncia de pré-eclampsia foi de
4,6% nas gestantes de baixo risco (Galao et al, 2001). Em recente estudo realizado no estado

do Parand, a ocorréncia de pré-eclampsia foi de 6,9% entre os partos ocorridos no periodo

de maio de 2005 a abril 2006 (Peres et al, 2007).

A defini¢do de hipertensdo desta doenca gravidica é dada pelos valores de Pressdao
Arterial Sist6lica (PAS) e/ou Diastdlica (PAD) iguais ou maiores que 140 mmHg e 90 mmHg,
respectivamente. A excrecdo de proteinas em urina de 24 horas maior que 0,3 g define a
proteindria da pré-eclampsia. A pré-eclampsia serd considerada severa se houverem aumentos

sustentados de PAS igual ou superior a 160 mmHg ou de 110 mmHg para a PAD ou se a
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excrecdo urindria de proteinas for maior ou igual a 5g/24h (Gifford et al, 2000; Sibai et al,

2005).

Considerando-se a incerteza do diagnéstico de hipertensdo anterior a gestacdo, o
emprego da terminologia “Sindrome de Pré-Eclampsia” (SPE) é uma alternativa, porque,
nesta classificacdo, estdo incluidas tanto mulheres que desenvolvem hipertensdo e proteintria
exclusivamente na gestacdo (Pré-eclampsia Pura - PEP), quanto as mulheres hipertensas
cronicas que, durante o periodo gestacional, apresentam o agravamento dos niveis pressoricos
e o aparecimento ou elevacdo subita da proteindria (Pré-Eclampsia Sobreposta a Hipertensao
Cronica - PES). Ao se empregar esta defini¢do, o diagndstico deve ser realizado em até 12
semanas apds o parto. Neste periodo, a pressdo arterial e a proteiniria podem retornar aos
niveis normais, definindo o diagndstico de PEP, ou a pressdo arterial poderd manter-se
elevada, o que caracteriza a hipertensdo prévia o que caracteriza o diagndstico de PES
(Odegard et al, 2000). Outro expediente de diferenciacdo é o exame de fundo de olho, cujo
resultado pode revelar a presenca de lesdo vascular preexistente na paciente hipertensa
crOnica que j& apresenta lesdo neste O6rgdo-alvo. A suspeita diagndstica também existe em
gestantes hipertensas com os sintomas de cefaléia, borramento visual, dor no epigéstrio e

hipocondrio direito e edema (Gifford et al, 2000).

O inicio da doenga tem relevancia para o prognéstico da mesma. Se as manifestacdes
ocorrem antes da 33® semana de gestacdo, a morbidade e mortalidade materna e perinatal
aumentam quando comparado com o desenvolvimento da doenca apds a 36® semana de

gestacdo ou apods o parto (Poli de Figueiredo et al, 2007; Sibai et al, 2005).

A pré-eclampsia pode evoluir a eclampsia quando convulsdes, inexplicdveis por outras
causas, manifestam-se, ou quando ha o desenvolvimento de uma sindrome caracterizada por

hemolise, elevacdo de enzimas hepdticas, contagem baixa de plaquetas (Sindrome HELLP —
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sigla em inglés que significa Hemolysis, Elevated Liver Enzymes and Low Platelet Count)

(Gifford et al, 2000).

A etiologia da pré-eclampsia é desconhecida. Muitas hipdteses tentam explica-la
tornando-a conhecida como a patologia das teorias. A disfunc@o endotelial, heranca genética,
isquemia placentdria e a ma-adaptacdo imune, foco deste trabalho, sdo as teorias atualmente

aceitas (Dekker & Sibai, 1998; Granger et al, 2001).

2. ASPECTOS IMUNOLOGICOS NA GESTACAO NORMAL E COM A SINDROME DE PRE-

ECLAMPSIA

Em 1953, Sir Peter Medawar reconheceu a natureza paradoxal da relagdo imunolégica
que se estabelece entre a mie e o feto semi-alogénico. No contexto da biologia dos
transplantes, apresentou que o problema imunolégico da gravidez poderia ser formulado da
seguinte maneira: "Como a mae permite que o feto, sendo um corpo antigenicamente distinto,

pode desenvolver-se durante muitas semanas e meses?" (Medawar, 1953).

Peter Medawar suscitou e estimulou as teorias centrais nesta darea; apds 50 anos desta
publicacdo, muitas perguntas ainda ndo foram respondidas. A extensdo pelas quais outros
fatores podem ser significantes, em particular aqueles relacionados a resposta imunolédgica
materna inata e adaptativa na unidade feto-placentdria, além do proéprio tecido placentério,

ainda ndo estd completamente esclarecida.

2.1 Inflamacao e Gestacao Normal

No processo inflamatério, o sistema imunoldgico inato reage rapidamente aos
estimulos de maneira nio especifica, enquanto que as reacdes mediadas pelos componentes do
sistema imune adaptativo se desenvolvem lentamente, porém de uma forma precisa e com
memoria imunoldgica. A interacdo entre estes dois sistemas ocorre durante a inflamacao,

sendo que a ativacdo do sistema adaptativo necessita dos sinais provenientes do sistema
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imune inato. Desta forma, a resposta inflamatéria ndo € necessariamente gerada por

estimulagdo antigénica restrita. (Borzychowski et al, 2006).

Os sinais necessarios para ativacao dos leucdcitos inflamatdrios circulantes do sistema
imune inato - como as células matadoras naturais (NK cells), os mondcitos, os macréfagos e
os granulécitos - podem ser externos, provenientes de patégenos, ou internos, como Os
produtos de isquemia e de necrose tecidual (Borzychowski et al, 2006). Quando estas células
inflamatodrias tornam-se ativadas, sdo capazes de liberar proteinas que mediam a inflamacao e
as reagdes imunes, conhecidas como citocinas e as quimiocinas - (Abbas & Lichtman, 2003).
Estas, por sua vez, instruem as células do sistema imune adaptativo, os linfécitos T e B, a
formarem respostas antigeno-especifica na forma de células citotoxicas ou de anticorpos,

além de também secretarem citocinas (Borzychowski et al, 2006).

O fato de que a inflamag@o ndo necessita exlcusivamente reconhecimento antigénico
especifico e, portanto, do envolvimento do sistema imune adaptativo para o seu inicio, torna-
se particularmente importante para a compreensao do processo de interacao imunoldgica entre

a mae e o feto.

Diferentemente do transplante de 6rgaos, o feto escapa da rejeicdo do sistema imune
materno porque o trofoblasto ndo expressa os antigenos classicos do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (CPH) de classe I e de classe II, capazes de induzir a estimulagdo
antigénica nos linfécitos T. A expressio das moléculas ndo classicas CPH-G pelo
citrotrofoblasto parece, por outro lado, ndo estimular a atividade dos linfocitos T citotdxicos
CD8+ e dos linfécitos T auxiliares CD4+, assim como também inibem as células NK
(Wilczynski, 2006). Estas ultimas, por sua vez, representam o tipo celular predominante no
ambiente decidual e apresentam como atividade principal, neste meio, a secre¢ao de citocinas
inflamatérias como o interferon gama (IFNy), e as interleucinas (IL) 1L-12, IL-15 e IL-18

(Sacks & Redman, 1999; Sargent et al, 2006), além dos fatores angiogénicos favoraveis a
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invasdo e implantacdo do trofoblasto na parede uterina (Lidstrom et al, 2003).
Adicionalmente, a expressao de outro deteminante imunogenético pelas células troboblasticas,
o CPH-C, também auxilia na prevencdo das possiveis reagdes maternas antifetais. A
combinacdo entre os haplétipos do CPH-C, expresso pelas células trofobldsticas, com os
respectivos haplétipos inibitérios no receptor da célula NK uterina (KIRs, killer cell
immunoglobulin-like receptor) auxilia no controle do repertério das citocinas secretadas por

esta célula (Hiby et al, 2004).

Alteragcdes importantes, em termos da composi¢ao das células imunes em comparacao
ao sangue periférico, ocorrem no tutero durante a gravidez, contribuindo adicionalmente para
o ajuste imunolégico materno ao tecido fetal. Os linfécitos T CD3+ e os subtipos CD4+ e
CD8+ compreendem, respectivamente, 10%, 6% e 4% da populagdo linfocitdria presente na
decidua. Cerca de 80% dos leucdcitos uterinos presentes sdo os linfécitos granulares
endometriais CD3- semelhante as células NK sanguineas, porém com o imunofenétipo um
pouco diferenciado (CD3-/CD56+™¢"), o que identifica que esta célula apresenta menor
atividade citolitica, mas alta capacidade de secrecdo de citocinas em especial o INF-y (Saito,

2000).

Em fun¢do dos tipos celulares imunes que predominam no ambiente uterino e as
citocinas secretadas, a implantacio do trofoblasto € considerada uma condi¢do pro-
inflamatéria, porém, sob o controle dos mecanismos citados. Embora algumas das reacdes
inflamatdrias neste contexto sejam conhecidas, o estimulo inflamatério local e sist€émico
comum a todas as gestacdes e que se mantém mesmo apds a implantacdo do trofoblasto, ainda
ndo estd completamente eludicado. Alguns autores propdem que os produtos particulados
chamados de microparticulas produzidos localmente em funcdo da apoptose celular necessaria
a renovacao da superficie placentdria, quando em contato com a corrente circulatoria materna,

podem representar o estimulo inflamatério da gestacao (Borzychowski et al, 2006 ; Cockell et
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al, 1997; Redman & Sargent, 2007). Germain e colaboradores observaram que os mondcitos
sanguineos sao capazes de fagocitar microparticulas do sinciciotrofoblasto "in vitro", e, assim,
produzir citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-12
(Germain et al, 2002). Dessa forma, mediante o contato com as microparticulas de origem
placentéria, as células maternas do sistema imunoldgico inato tornam-se ativadas, tanto
localmente quanto sistemicamente. Como apenas durante a gestacdo estes produtos
particulados estdo presentes o fendtipo inflamatério atribuido a esta condi¢do pode estar

estritamente relacionado a placenta.

Na gestacao normal estas interacdes se expandem com o crescimento da placenta, e
atingem a rede inflamatdria sist€émica. Alguns marcadores de fase aguda sugerem a presenca
da resposta inflamatéria na mae que ndo significa necessariamente doenca materna em
atividade. Algumas das alteragdes observadas sdo: o aumento de fatores pro-coagulantes e
reducdo dos anticoagulantes (Cerneca et al, 1997), leucocitose e ativacdo de leucécitos (Sacks
et al, 1998), ativacdo do sistema do complemento (Sharmonki et al., 2007) e aumento nos

niveis da proteina C reativa (Germain et al, 2002b; Sacks et al, 2004).

Parte da modulacao da resposta inflamatéria na gestacdo € atribuida a atividade efetora
dos linfécitos T auxiliares. Os linfécitos Ta-CD4+ podem ser classificados em subgrupos, de
acordo com as citocinas que secretam e as respostas que as mesmas produzem, em linfécitos
dos tipos Ta0, Tal ou Ta2. Durante o seu processo de diferenciagdo, os linfécitos CD4+ com
fendtipo Ta0, isto é, células com atividade efetora ainda ndo discriminada, podem se
diferenciar nas células Tal, que sintetizam IL-2, INF-y ¢ TNF-B e participam do processo
inflamatério por ativar a imunidade celular, ou nas células Ta2 que sintetizam IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 e IL-13 e estimulam a produgdo de anticorpos. Este padrdo polarizado de secrecdo de

citocinas € caracterizado por ser mutuamente inibitorio para a respectiva diferenciagdo celular
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Tal e Ta2. Ou seja, o IFNy seletivamente inibe a proliferacao das células Ta2, ao passo que a

IL-10 inibe a sintese das células Tal (Mosmann & Sad, 1996).

Por observar que as células presentes na unidade fetoplacentdria de cobaias
espontaneamente secretam as citocinas Ta2 (IL-4, IL-5 e IL-10), enquanto que os linfécitos
presentes no baco e linfonodos maternos nao secretam as mesmas citocinas, Wegmann e
colaboradores propuseram que a sobrevivéncia do enxerto fetal estaria relacionada ao
predominio das citocinas Ta2. A este processo de adaptagdao imune induzido pela gestacdo,
chamou de “hipdtese imunotréfica” (Wegmann et al, 1993). O desvio da resposta imunolédgica
materna a favor da condi¢ao antiinflamatéria € inferido através do decréscimo na razao celular
Tal/Ta2, descrito tanto na placenta (Saito, 2000) quanto no sangue periférico (Holmes et al,
2003). Clinicamente, a importancia do padrao dominante de citocinas Ta2 € corroborada pela
observacdo de que gestantes com artrite reumatdide - doenga auto-imune associada a
expansdo das células CD4+ e ao aumento do IFNY - apresentam remissdo dos sintomas, ao
passo que gestantes com ldpus eritematoso - doenga auto-imune associada a producdo de
imuno-complexos - mostram sinais de exarcebag¢do da doenga (Del Prete et al, 1994; Al-

Shammri et al, 2004; Tchérzewski et al, 2000).

Recentemente observou-se que outras células imunoldgicas, além dos linfécitos CD4+,
também apresentam a mesma polaridade funcional, como os linfécitos T-CD8+ (Cerwenka et
al, 1998) e as células NK (Borzychowski et al, 2005). Esta ultima, ainda, pode influenciar no
desvio funcional dos linfécitos Ta através da producdo das citocinas regulatérias como a IL-
12 e o IFNY, beneficiando o fenétipo Tal ou a produgdo de IL-4, favorecendo o fenétipo Ta2.
De acordo com o tipo de marcador selecionado para o estudo das citocinas linfocitérias, a
terminologia empregada sofre modificagdes. Por considerar que os linfécitos CD8+ secretam
as citocinas Tal e Ta2 tipicas dos linfécitos CD4+, a avaliacio também pode ser feita na

populacdo linfocitdria total CD3+. Nessa situacdo, a terminologia recentemente empregada
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classifica as citocinas inflamatdrias e antiinflamatérias produzidas pelos linfécitos totais T1 e
T2, em citocinas do tipo 1 e do tipo 2 (Shi et al, 2007; Carter & Swain, 1997)
respectivamente. J4 o mesmo padrao de citocinas nas células NK ¢ referido como NK1 e NK2

(Shi et al, 2007).

Embora a hipdtese imunotréfica indique que as modificagcdes no padrao de citocinas
durante a gestacdo ocorram nas células do sistema imune adaptativo, evidéncias recentes
apontam para o envolvimento preferencial das células do sistema imune inato. Shi e
colaboradores observaram que a producdo de IFNYy pelas células NK foi menor nas células
mononucleares de gestantes em comparacdo as nao-gravidas. Os autores ndo observaram
alteracodes significativas na expressao das citocinas do tipo 1 e do tipo 2 nos linfécitos T-
CD3+ entre os grupos de comparacao, atribuindo, dessa forma, o papel modulador as células

do sistema imune inato durante a gestacdo (Shi et al, 2007).

2.2 Inflamacao e Pré-Eclampsia

A doenca hipertensiva da gestacdo ainda ndo tem a(s) sua(s) causa(s) completamente
conhecida(s). A sindrome de pré-eclampsia descreve a condi¢do representada por um
conjunto de manifestacdes clinicas em variados graus, o que sugere a improbalidade de que

apenas um fator a explique.

A presencga do sistema imune materno alterado na fisiopatologia da pré-eclampsia é
inferida por algumas evidéncias epidemioldgicas. Nesse sentido, a primigestacdo e a
primipartenidade, o curto periodo de exposi¢do ao mesmo sémen, gestagdo multipla, a
presenca de anticorpos anti-fosfolipideos e as condi¢des inflamatorias cronicas (obesidade, a
hipertensdo preexistente ou diabetes) estdo positivamente associadas ao desenvolvimento da
doenca (Duckitt et al, 2005). Em contrapartida, as multiparas e mesmo as nuliparas que
sofreram aborto espontdneo ou induzido, preferencialmente com o mesmo parceiro,

apresentam efeito protetor. Essas observagdes sugerem que mecanismos de reconhecimento e
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de inducdo de tolerancia aos antigenos paternos sdo formados na primeira gestagdo. Nas
gestacOes subseqiientes, esta resposta tolerante deve aprimorar-se e expandir-se rapidamente,

reduzindo o risco de ma-adaptagao imune e possivel rejeicao ao feto (Saito et al, 2007).

Diante das teorias existentes que tentam explicar a doenca, é comumente aceito a
importancia da placenta na pré-eclampsia, em especial das células trofobldsticas presentes
neste tecido, uma vez que a sua remoc¢do representa a cura. A placentacdo inadequada,
descrita como a restrita invasdo das células trofobldsticas e o conseqiiente remodelamento
defeituoso das arteriolas espiraladas uterinas resultando na formag¢ao de canais vasculares com
baixa resisténcia ao estimulo vasodilador, estd associada a doenca. A placenta que assim se
desenvolve em ambiente isquémico poderd ocasionar, em um estidgio mais avangado da
gestacdo, os sinais clinicos maternos de hipertensdo e proteiniria bem como as alteracdes no
sistema de coagulacdo e a disfuncdo hepadtica. Nos casos em que os sinais clinicos se
manifestam precocemente, isto €, antes da 33* semana gestacional, o feto pode sofrer caréncia
nutricional, insuficiéncia respiratdria, asfixia e até a morte. De acordo com Ness e Roberts e,
posteriormente apoiado por Redman e Sargent, esta descri¢do simplificada refere-se a
chamada “pré-eclampsia placentdria”, ou seja, uma categoria da doenca cujo problema
origina-se na placenta que se desenvolve em ambiente com pouca perfusido sanguinea e com

sinais de estresse oxidativo (Ness & Roberts, 1996; Redman & Sargent, 2005).

Ja a “pré-eclampsia materna” se refere a outra categoria da doenca, que segundo a
interpretacdo dos mesmos autores, resulta da interacdo entre a placenta normal com os fatores
constitucionais da mae relacionados as condi¢Oes cronicas preexistentes - hipertensdo,
diabetes, obesidade e auto-imunidade — ou a outros fatores predisponentes a doenca
cardiovascular que podem nio estar clinicamente evidentes e que podem favorecer a resposta
imunolégica materna exagerada durante a gestacdo; dessa forma, a doenca ndo estaria

necessariamente associada a presenca da placenta anormal (Ness & Roberts, 1996; Redman &
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Sargent, 2005). No entanto, as categorias apresentadas sdo de dificil distingdo clinica e
laboratorial, j& que nao existe um marcador diferencial para tanto. As formas de apresentagcao
mista da doenga, isto é, a combinacdo entre fatores maternos e placentdrios, sao,

provavelmente, as mais comuns.

Independente das categorias propostas, a resposta inflamatéria sist€émica mais intensa
do que na gestacdo normal, expressa através da excessiva ativacao de neutréfilos e mondcitos
(Sacks et al, 1998; Redman & Sargent, 2004; Redman et al, 1999), das células NK, dos
linfocitos CD4+ e CD8+ (Saito et al, 1999a) e do aumento das citocinas inflamatérias (Saito
et al, 1999; Rein et al, 2002; Raghupathy, 1997; Sakai et al, 2004; Darmochwal-Kolaraz et al,
1999; Henessy et al, 1999) esté descrita na pré-eclampsia. Como a inflama¢do também ocorre
na gestacdo normal (Naccasha et al, 2001), a sindrome pode ser considerada como um
extremo da resposta inflamatéria adaptativa gerada normalmente pela propria gestagcdao

(Redman & Sargent, 2004, Redman et al, 1999).

No que diz respeito ao envolvimento das células imunes, especula-se que a maior
concentracdo de microparticulas de origem endotelial e de células trofoblésticas observada no
plasma de mulheres pré-eclampticas possa ser um dos fatores responsavel pela inflamagao
exarcebada (Gonzales-Quintero et al, 1999; Knight et al, 1998; Ishiara et al, 2002; Redman,
2000), uma vez que estes debris celulares interagem com as células inflamatérias na
circulacao resultanto na secrecao de citocinas Tal (Germain et al, 2002). Na pré-eclampsia, a
excessiva carga de microparticulas e também as modificagdes estruturais nas mesmas — como
a maior expressdo de adesinas endoteliais e da molécula de adesdo intercelular (VanWijik et
al; 2002), por exemplo - podem estimular ainda mais a secrecdo das citocinas inflamatdrias
pelas células do sistema inato (IL-12, IL-18 e IFNY) e, por conseqiiéncia, ativacdo dos

linfécitos Tal (Borzychowski et al, 2006). Além disso, a imunidade Tal parece estar presente
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nos linfécitos deciduais das pacientes com pré-eclampsia (Wilczynski et al., 2002), o que

pode contrubuir para a maior resposta inflamatdria local.

Durante muito tempo a hipétese imunotréfica tornou-se uma ferramenta laboratorial
bastante utilizada para os estudos da imunobiologia da gestacdo e da pré-eclampsia.
Entretanto, recentes evidéncias questionam o paradigma quanto a necessidade do padriao de
citocinas Ta2 para o sucesso da gravidez, uma vez que doencas sist€émicas originadas das
respostas Ta2 dominantes a alo- ou auto-antigenos resultando na formagdao de
imunocomplexos, como o lipus eritematoso, podem causar complicacdes maternas e/ou fetais
como abortamento recorrente ou pré-eclampsia sobreposta (Chamley, 2002). Além disso, no
modelo animal, a excessiva ativacdo da resposta Ta2 também contribui para o
desenvolvimento de pré-eclampsia (Hayakawa et al, 2000). O questionamento também se faz
pertinente quanto ao efeito deletério das reacdes mediadas pelas citocinas Tal na gestagao, ja
que alguns estudos mostram que os niveis séricos das citocinas Tal estdo elevados e nao
diminuidos na gestacdo normal (Matthiesen et al, 1998), ou que o padrao de expressdao de

citocinas Tal/Ta2 ndao € diferente na pré-eclampsia em comparagdo a gestacdo normal

(Jonsson et al, 2004; Borzychowski et al, 2005).

Desta maneira, a teoria imunotrdéfica, atualmente, € motivo de debate. A extensao pela
qual as respostas mediadas pelas células T tornam-se ativadas na gestacdo, e se isto &
diferente na pré-eclampsia, ndao é consensual. Além disso, o conhecimento de que a maior
fracdo das células imunes na decidua s@o as células do sisttema imune inato ao invés do
adaptativo, e que essas interagem com o tecido fetal e provavelmente com o sangue periférico
materno, sugerem a necessidade de esclarecimentos quanto a identificacao dos tipos celulares

que contribuem para o estado inflamatério durante a gestacao.
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3. QUANTIFICACAO DAS CELULAS PRODUTORAS DAS CITOCINAS DO TIPO 1 E DO

TIPO 2 POR CITOMETRIA DE FLUXO

O estudo do comportamento das células que apresentam a polarizagdo da resposta
efetora através da secrecao de citocinas tornou-se importante para o entendimento da resposta
imunolégica em vdrias doengas. Em func¢do disto, os métodos para a sua quantificacdo sao

extensivamente estudados e aprimorados.

No contexto da pré-eclampsia, os estudos que avaliam a dicotomia de citocinas
Tal/Ta2 através da quantificacdo sérica, plasmatica ou no sobrenadante de cultura celular e
que empregam, para tanto, os métodos imunoenzimaticos, mostram resultados discrepantes
quanto a detec¢do do aumento da razao de citocinas Tal/Ta2, e, também, resultados de dificil
comparacdo (Arriaga-Pizzano et al, 2005; Madazli et al, 2003; Dong e Wang, 2005). Tais
discrepancias podem estar relacionadas ao fato de que as citocinas agem de maneira paracrina
e rapidamente ligam-se aos seus receptores nas células vizinhas, o que torna sua detec¢ao nos
fluidos corporais ou no sobredanante de cultura celular menos representativo da sua secregao.
Outra limitagdo importante diz respeito a incapacidade de se estudar a contribui¢do celular
individual para a secrec@o das citocinas em uma populacdo heterogénea, ja que outras fontes
que ndo apresentam a polarizacdo Tal e Ta2 também devem ser consideradas nestes

resultados (Carter & Swain, 1997).

O método para avaliar a producdo das citocinas através da sua coloragao intracelular e
subsequente andlise em tipos celulares selecionados pela marcacdo fluorescente (FACS
analysis- Fluorescence Activated Cell Sorter) ja foi desenvolvido. Brevemente, esta técnica
envolve a estimulacdo “in vitro” das células de interesse na presenga de substancias ativadoras
da expressao de citocinas e também a sua exposi¢do na presenca de substincias que
bloqueiam a secrecdo das proteinas produzidas permitindo a sua marcacdo intracelular. Este

método apresenta algumas vantagens para o estudo das citocinas, a saber: (1) permite a rdpida
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aquisicdo e andlise de um grande nimero de células em suspensdo individualmente (single
cell analysis). Este fato é particularmente importante, pois mesmo apds a estimulagdo “in
vitro” a freqiiéncia das células produtoras de citocinas, em especial as Ta2, é muito baixa; (2)
além da determinacd@o do percentual de células positivas para a citocina em andlise, também &
possivel identificar a sub-populacdo responsdvel pela sua produgcdo através da
imunofenotipagem simultanea de superficie; (3) possibilidade de se quantificar o contetido
protéico intracelular, uma vez que se comparando com a medida do conteido do mRNA e dos
niveis de citocinas em sobrenadante de cultura celular - determinado por PCR e ensaios
imunoenzimaticos, respectivamente - existe discrepancia nas informacgdes (Santiago et al,

2000; Carter & Swain, 1997).

Considerando-se que um dos achados imunoldgicos mais caracteristicos na pré-
eclampsia € a ativacdo do sistema imune inato e adaptativo e a sugestdo de que a doenca altera
o padrao de citocinas Tal/Ta2 linfocitdria, bem como a disponibilidade da automacdo em
citometria de fluxo em nosso meio, a intencdo do presente trabalho foi de comparar
parametros imunoldgicos e hematoldgicos que possam distinguir a resposta inflamatéria

sist€émica descrita na pré-eclampsia em comparagdo a gestacao normal.



HIPOTESE

A resposta inflamatéria sistémica presente na sindrome de pré-eclampsia é
caracterizada pela expressao aumentada de citocinas do tipo 1 nos leucdcitos circulantes em

comparacao a gestacao normal.



OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar o perfil imunolégico T1/T2 e a distribuicdo de subtipos linfocitarios em
gestantes no terceiro trimestre de gestacdo com e sem pré-eclampsia assistidas no Hospital

Sao Lucas da PUCRS.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Em mulheres no terceiro trimestre de gestacdo com e sem sindrome de pré-eclampsia:
- determinar e comparar o perfil linfocitdrio de citocinas T1/T2;

- determinar e comparar a distribuicao dos subtipos linfocitiarios CD3+, CD4+, CD8+

e CD26+;



PACIENTES E METODOS

1. DEFINICOES PARA O TRABALHO

As defini¢des utilizadas neste trabalho foram:

Idade Gestacional considerada: corresponde ao nimero de semanas contadas a partir
do primeiro dia da ultima menstruagdo (DUM) confidvel e/ou ultra-sonografia precoce até a

data da coleta do sangue para o estudo.

Hipertensdo: pressdo arterial sistdlica igual ou maior a 140 mmHg e pressdo arterial
diastdlica maior ou igual a 90mmHg, consideradas as fases I e V dos sons de Korotkoff,

respectivamente.

Proteintria patoldgica: excrecao urindria de proteinas acima de 300 mg em 24 horas.
A proteindria patolégica também pode ser estimada a partir da relagdo proteina/creatinina em

amostra aleatdria de urina quando > 0,3

Gestacdo normotensa (GN): mulheres com 20 semanas ou mais de gestacdo, sem
histérico e/ou tratamento prévio para hipertensdo arterial, endocrinopatias, nefropatias,

hepatopatias ou doencgas auto-imunes e auséncia de processo infeccioso inflamatério agudo.

Sindrome de Pré-Eclampsia (SPE): atribui¢do diagndstica para pacientes com PES ou
PEP. Naquelas pacientes avaliadas em consulta a0 Ambulatério de Hipertensdo 90 dias apds

o parto, este diagndstico € substituido pelo de PEP ou PES.

Pré-eclampsia Pura (PEP): sindrome especifica da gestagdo caracterizada por
hipertensdo e proteinuria patologica apds a 20* semana gestacional em mulheres previamente
normotensas. A proteinuria e a hipertensao devem retornar ao normal em até 12 semanas apos

0 parto.
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Pré-eclampsia sobreposta a hipertensao cronica (PES): desenvolvimento de pré-

eclampsia em paciente com hipertensao cronica.

Células T1: Linfécitos de sangue periférico que apresentam marcagdo de superficie
anti-CD3+ e também as marcagdes intracitoplasmadticas antiinterleucinas do tipo 1, IFNy+ ou

IL-2+.

Células T2: Linfécitos de sangue periférico que apresentam marcagdo de superficie
anti-CD3+ e também as marcacdes intracitoplasmdticas antiinterleucinas do tipo 2, IL-4+ ou

IL-10+.

Razao T1/T2: Divisao do percentual das células T1 e T2. As seguintes combinagdes de
interleucinas T1 e T2 foram utilizadas neste estudo para a composi¢do da razdao T1/T2:

INFy/IL-4, INFy/IL-10, IL-2/1L-4 e IL-2/IL-10.

2. DELINEAMENTO

Estudo transversal, observacional, prospectivo e controlado.

3. LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO

Hospital Sao Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
(PUCRS), Ambulatério de Nefrologia, Ambulatério de Obstetricia, Centro Obstétrico,
Unidade de Gestantes de Alto Risco do Servig¢o de Obstetricia e Laboratérios de Nefrologia e
Biologia Celular e Doengas Respiratérias do Instituto de Pesquisas Biomédicas

(IPB)/PUCRS.

4. PACIENTES

As amostras foram provenientes de gestantes que receberam assisténcia no Hospital

Sao Lucas da PUCRS. O critério de amostragem utlizado para a selecdo das pacientes foi o de
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conveniéncia conforme os niveis pressoricos e os critérios laboratoriais e clinicos compativeis
com o propésito do estudo. Desta forma, as pacientes foram classificadas como pertencentes
ao grupo SPE (Sindorme de Pré-Eclampisa) em acompanhamento no Centro Obstétrico ou
pertencentes ao grupo GN (gestantes normais) assistidas no Centro Obstétrico ou do
Ambulatério de Obstetricia. Estas foram escolhidas por semelhanca de tipo racial, idade e

trimestre gestacional.

4.1. Critérios de inclusio

Gestante normal ou com sindrome da pré-eclampsia com 20 ou mais semanas de
gestacdo, datada por ultima menstruacio (DUM) considerada confidvel ou por ultra-
sonografia e atendidas no Ambulatério de Obstetricia e/ou Centro Obstétrico do HSL da
PUCRS e na Unidade de Gestantes de Alto Risco do Servico de Obstetricia. Todas as
pacientes conheciam a presente linha de pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Anexo 1).

4.2. Critérios de exclusio

Foram excluidas do estudo as mulheres que pediram sua exclusdo, mulheres com
gestacdo multipla, aquelas que, uma vez classificadas como gestante normal, apresentaram
uma ou mais cruzes de proteina no exame qualitativo de urina (EQU) — sinal de proteindria
incipiente; com histérico de doencas auto-imunes e mulheres cuja gestacdo vigente
apresentasse alguma outra(s) complicagdo (des) além de SPE como sindrome antifosfolipideo
e crescimento intra-uterino restrito. Foram excluidas também mulheres com histdria prévia de
diabetes, hepatopatia, tireoideopatia e nefropatia relatadas pela paciente e pela conferéncia de
prontudrio médico-hospitalar, bem como as gestantes HIV+ e aquelas que retornaram ao
Ambulatério de Nefrologia/Doenga Hipertensiva Gestacional para acompanhamento pds-

parto com outra patologia diferente de hipertensao.
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4.3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS sob
nimero de protocolo CEP:04/02230 na data 16/06/2005, assim como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) constante do Anexo 1. Posteriormente, procedeu-
se a identificacdo das gestantes a serem incluidas; apds a informacgdo sobre a pesquisa, a
inclusdao de cada paciente se consumou com a assinatura do TCLE. O periodo de coleta

iniciou em setembro de 2006 e terminou em novembro de 2007.

4.4. Fatores em estudo

Nivel absoluto dos leucécitos totais de sangue periférico (células/ul), nivel percentual
de linfécitos, CD3+ e subtipos CD4+ e CD8+, CD26+, CD4+CD26+, CD3+INFy+, CD3+IL-

2+, CD3+IL-4+, CD3+IL10+.

4.5 Tamanho Amostral

Para a estimativa do tamanho amostral, considerando-se o percentual de linfdcitos
Tal/Ta2, o o fixado foi de 5% e o poder de 90% (B=10%); a magnitude de efeito estimada foi
de 1.33, resultando em 15 pacientes por grupo. O cdlculo foi realizado utilizando-se o

programa PEPI 4.0 e os dados baseados no estudo de Saito e colaboradores (Saito et al, 1999).

5. PROCEDIMENTOS TECNICO-LABORATORIAIS

5.1. Medida da pressao arterial sistémica:

A medida da pressdao arterial foi realizada na paciente sentada com as pernas
descruzadas apds 20 minutos de repouso, € com a certificacdo de que nao havia ocorrido
ingestdao de bebidas alcodlicas, café, alimentos ou consumo de tabaco 30 minutos antes da
realizacdo da medida. Utilizou-se esfigmomanOmetro com coluna de mercurio calibrado e

manguito adequado ao didmetro do brago, medindo-se no braco direito ao nivel do coragao.
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Para as pacientes primeiramente identificadas com hipertensdo, o mesmo procedimento foi
realizado em um intervalo posterior de 4 horas para a confirmagdo da hipertensdo, sendo este
o resultado registrado. (Gifford et al, 2000). Considerou-se para o valor sistélico o registro do
primeiro ruido auscultado dos sons de Korotkoff (fase I — quando se inicia a ouvir os sons), e
para o valor diastdlico o registro ao quinto ruido auscultado dos sons de Korotkoff (fase V —

quando cessa a ausculta dos sons).

5.2. Protocolo de Inclusao no estudo

Apds o consentimento para participagdo no estudo, foi preenchido um protocolo de
inclus@do (Anexo 2) padronizado para os estudos da Doenca Hipertensiva Gestacional do
Laboratério de Nefrologia, que consta de dados de anamnese, exames fisico e complementar

das pacientes, bem como os dados do parto e do recém-nascido.

Além das dosagens laboratoriais, foram obtidos dados demogréficos da paciente e do
parto além da histéria médica pregressa materna e familiar: idade materna (anos), raca
(branca, negra, outras), histérico de abortamento (sim, ndo), causa do abortamento
(espontaneo, provocado), histérico de hipertensdo em gestacao anterior (sim e nao), histérico
de hipertensdao familiar e grau de parentesco, infeccdo urindria de repeti¢do (infancia, idade
adulta), idade gestacional obstétrica (semanas), peso da placenta (g) e do recém-nascido (g)
com os indices Apgar nos primeiro e quinto minutos apos o nascimento (0 a 10) e sexo do
recém-nascido (masculino e feminino). Os recém-nascidos foram classificados quanto ao seu
crescimento intra-uterino em: adequado para a idade gestacional (AIG), pequeno para a idade
gestacional (PIG) ou grande para a idade gestacional (GIG), segundo a classifica¢io de peso e
idade gestacional dos recém-nascidos do Centro Médico da Universidade do Colorado

(Ballard et al, 1991).
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5.3. Obtencao das amostras de sangue periférico

Ap6s a devida abordagem das pacientes, procedeu-se a puncao asséptica (dlcool 70°)
de sangue venoso periférico utilizando-se seringas de 10 ml (BD Plastipak) e agulhas de
calibre 25X8mm (BD Pharmingen). O sangue foi transferido para tubos contendo K3;-EDTA
(Sistema Vacuette, BD Pharmingen). Este procedimento foi realizado pela equipe de
enfermagem assistente no leito da paciente, mediante seu consentimento, ou nas consultas
rotineiras no Ambulatério de Obstetricia. Todas as amostras foram encaminhadas para o
Laboratério de Nefrologia-Instituto de Pesquisas Biomédicas do Hospital Sao Lucas da
PUCRS e mantidas a temperatura ambiente até o processamento para as andlises por

citometria de fluxo.

5.4. Analises laboratoriais

Outros exames laboratoriais das pacientes que constam no Protocolo de Coleta
Padronizado (Anexo 2) foram solicitados pelo Servigo de Obstetricia mediante o ingresso da
paciente no hospital. A determinacdo dos niveis séricos de creatinina sérica (normal 0,5-1,2
mg/dl) foi realizada pelo método de Jaffé sem desproteinizacdo. O nivel sérico de acido trico
foi determinado por método enzimatico-colorimétrico automatizado (normal 2-6,6 mg/dl). A
proteintria foi determinada por método turbidimétrico, com leitura espectrofotométrica. A
medida de proteintria foi determinada em amostra isolada de urina e/ou em urina de 24 horas
quando era possivel, especialmente nos casos em que a interrupcdo da gestacdo nao estava
prescrita para as pacientes pré-eclampticas. A medida da creatinina urindria foi realizada por
método automatizado (Mega-Bayer). Para este estudo, além da proteintiria em urina de 24
horas, considerou-se a relacdo proteintria/creatinindria de amostra. Valores acima 0,3 foram

considerados como patolégicos (Zadehmodarres et al, 2006).

A contagem absoluta de leucdécitos (normal: 3.600-11.000 céls/ul), de plaquetas

(normal: 140.000-360.000/ul), hematdcerito (normal: 42 £ 6%) e hemoglobina (normal: 13,6t
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2 g/dl) (Failace, 2006) foi determinada por contador hematol6gico Coulter STKS. Todos os
exames bioquimicos e hematoldgicos foram realizados no Laboratério de Patologia Clinica do

Hospital Sao Lucas da PUCRS.

6. CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo analisa quantitativamente as propriedades quimicas e fisicas de
um subtipo celular pertencente a uma populacdo heterogénea (single cell analysis) suspensa
em uma corrente de fluxo liquida, através da incidéncia de um feixe de luz. Graficos de
distribuicao de freqiiéncias (histogramas) sdo gerados e correlacionados com parametros tais
como tamanho, complexidade ou granulosidade celular e também com as caracteristicas de
coloracdo fluorescente dependendo do marcador empregado (FITC- isotiocinato de

fluorosceina ou PE- ficoeritrina, por exemplo) quando excitados pelo feixe luminoso.

Lasers de Argdnio emitindo luz a 488 nm sdo os mais comumente usados nos
citometros de fluxo, uma vez que este comprimento de onda permite a excitacdo de muitos
fluorocromos utilizados. Os fotons de luz dispersos ou emitidos pelas células sdo separados
em comprimentos de onda por uma série de filtros e espelhos, cada qual captado por
detectores individuais que geram impulsos elétricos proporcionais a quantidade de luz
incidente. O detector Forward Scatter (FSC) encontra-se na linha do laser e atrds da zona
onde passam as células, e realiza uma estimativa do volume a partir da quantidade de luz
dispersa. O detector Side Scatter (SSC), que estd perpendicular a direcdo do laser, fornece
uma medida da complexidade das células, ou seja, forma do nicleo ou granulosidade
citoplasmdtica. J4 os detectores de fluorescéncia (FL1, FL2, FL3 ou mais) estdo
perpendiculares a direcdo do laser e captam a quantidade de luz emitida pela substancia
fluorescente ligada a superficie ou internamente a célula quando excitadas pela fonte de luz
gerada pelo laser, como demonstra a Figura 1 (adaptada de Flow Cytometry Laboratory,

2008). Cada sinal é convertido em um nimero e acumulado em uma freqiiéncia.
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Posteriormente tais pardmetros podem ser correlacionados em histogramas de dispersao (dot

plots) e comparados estatisticamente.
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Figura 1. Diagrama dos componentes Opticos do citometro (adaptado de Flow Cytometry

Laboratory, 2008).

As amostras deste trabalho foram adquiridas no citdmetro de fluxo FACScan Calibur
(Becton-Dickinson) usando laser de Argonio (488 nm) no Laboratério de Biologia Celular e
Doengas Respiratorias do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. A compensagdo das
fluorescéncias para a leitura das amostras foi determinada com o auxilio do reagente BD
CaliBRITE™ 3 three-color-kit (ndmero do catdlogo: 340486). A fluorescéncia detectada pelo

detector FL1 (FITC, amarelo-verde) foi coletada a 535 nm, a fluorescéncia detectada pelo
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detector FL2 (PE, vermelho-laranja) foi coletada a 575 nm. Considerando-se o fato de que
cada fluorocromo emite luz além do seu comprimento de onda selecionado, passivel de
sobreposicdo espectral, a compensacao das fluorescéncias também foi ajustada em células
positivas marcadas para cada fluorocromo utilizado isoladamente. A compensacdo para as
fluorescéncias PE e FITC utilizadas para as aquisi¢des neste trabalho foram de
aproximadamente 15,7% para FITC sobrepondo-se na fluorescéncia PE, e de 1,3% da
fluorescéncia PE sobrepondo-se a FITC. J4 a compensagao para os detectores FSC e SSC foi
determinada utilizando-se amostras de sangue total lisadas (FACS Lysing Solution, BD
PharmingenTM, nimero do catdlogo: 349200), bem como células linfomononucleares (LFMN)
separadas por gradiente de centrifugacdo. A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o

software para citometria WinMdi versao 2.8.

6.1. Marcacao intracitoplasmatica de citocinas I L-2, IL-10 e IL-4 em linf6citos CD4+

A proposta inicial do presente trabalho foi de mensurar os niveis de expressao
intracitoplasmaticos das citocinas IFNYy, IL-2, IL-10 e IL-4 em linfocitos que expressam o
antigeno de superficie CD4+ (T helper, T ativadores). Para tanto, de acordo com o protocolo
estabelecido pelo kit empregado Cytodetect ™ Kit (IQP Products, nimero catdlogo IQP- 366),
primeiramente, os linfécitos foram marcados quanto ao antigeno de superficie CD4+ e,
posteriormente, submetidos a cultura celular por um periodo de 5 horas, em ambiente
controlado (37°C, 5% CO2) na presenca de substancias ativadoras da expressdo de citocinas
intracelulares PMA (forbol -12- miristato -13- acetato) e ionomicina calcica, além da presenca

de bloqueadores do complexo de Golgi (monensina) que impede o transporte intracelular de

citocinas permitindo seu acimulo para a detecc¢ao.

A partir da populagdo selecionada para andlise (Figura 2), os experimentos iniciais
revelaram a impossibilidade de distin¢do entre as populagdes CD4+ de CD4- (Figura 3) ap6s

o periodo de incubacdo celular, o que dificultou a anélise por citometria de fluxo para a
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evidenciagdo dos subtipos linfocitdrios testados IL-4+/CD4+, IL-10+/CD4+ e IL-2+/CD4+,

conforme ilustram as Figuras 4, 5 e 6, respectivamente.
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Figura 2. Selecao da populacdo linfocitdria de acordo com as caracteristicas de tamanho e

granulosidade apds cultura celular.
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Figura 3. Grafico em dot plot exemplificando a expressao de anti-CD4 em linfécitos apds a

cultura celular.

Figura 4. Grafico em dot plot exemplificando a expressao de anti-CD4 e anti IL-4 em

linfécitos apds a cultura celular.
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Figura 5. Gréfico em dot plot exemplificando a expressdo de anti-CD4 e anti-IL-10 em

linfécitos apds a cultura celular.
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Figura 6. Grifico em dot plot exemplificando a expressdo de anti-CD4 e anti-IL-2 em

linfécitos apds a cultura celular.

Diante de tal dificuldade, a op¢do pela marcacdo da molécula de superficie pan-
linfocitaria CD3+ foi a alternativa escolhida uma vez que o decréscimo de sua expressao apos
o periodo de incubacdo é o menor quando se compara com oS niveis pré-incubacdo,
possibilitando, portanto, a distin¢ao entre as populacdes CD3+ e CD3-. A Figura 7 mostra um
dot plot representativo de um experimento referente a marcacdo linfocitdria anti-CD3 apds
cultura celular nas condi¢cbes empregadas neste trabalho para a expressdo das citocinas

intracitoplasmaticas.
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Figura 7. Grafico em dot plot exemplificando a expressdao de anti-CD3 em linfdcitos apds a

cultura celular.

6.2. Marcacao intracitoplasmatica das citocinas IFNY, IL-10 e IL-4 em linfécitos CD3+.
Para a determinacdo dos niveis percentuais de citocinas intracitoplasmaticas em
linfécitos CD3+, procedeu-se conforme descrito no kit comercial CytodetectTM Kit (IQP

Products, nimero catdlogo IQP- 366).

As amostras de sangue anticoaguladas foram diluidas 1:1 em tampdo PBS diluido
(Phosphate  Buffer Solution, pH 7,3). A seguir, procedeu-se a separacdo dos
linfomononucleares (LFMN) por gradiente de centrifugacdo utilizando-se a solugdo de Ficoll-
Hypaque (Sigma Aldrich). As células foram lavadas duas vezes e ressuspensas em meio
nutritivo RPMI-1640 com vermelho de fenol (LGC Biotecnologia, nimero do catdlago:BR-
30011.05). Uma vez ajustada a concentragcdo celular (2X106 céls/ml), aliquotas de 1,0 ml da
suspensdo de LFMN foram distribuidas em placas testes de 24 cacapas (TPP, nimero no
catdlago: 92024) na presenca de 10ul de substancias ativadoras da expressao intracelular de
citocinas - PMA e ionomicina cdlcica - e também do bloqueador do transporte intracelular de

citocinas - monensina - previamente diluidas em RPMI-1640 (1000x, 50x e 100x,
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respectivamente), conforme orientacdo do fabricante. Nesta condi¢do, as células foram
incubadas por 5 horas em ambiente umidificado, 37°C, 5% CO, (Sanyo CO,; incubator). A
viabilidade celular pré-incubacao foi determinada pelo método de exclusdo do corante (Azul
de Tripan). Mais de 95% das células linfomononucleares apresentaram coloragdo negativa

para os experimentos realizados.

Ap06s o periodo de incubagdo, a suspensao celular foi lavada em tampao PBS diluido,
centrifugada e o sedimento foi ressuspenso e incubado (10 minutos, temperatura ambiente)
com solu¢do fixadora pronta para uso fornecida pelo kit. A seguir, as células LFMN foram

lavadas e ressuspensas em 1,0 ml de tampao PBS diluido.

Ap0s a fixacdo, procedeu-se a incubagdo com 10ul do marcador de superficie celular
anti-CD3-FITC (BD Pharmingen™, nimero do catdlogo: 555332), por 20 minutos 2
temperatura ambiente, no escuro. Posteriormente, as células foram permeabilizadas e coradas
(10ul, 20 minutos, 4°C) quanto aos marcadores intracitoplasméticos empregando-se
anticorpos monoclonais anti-IFNy PE (IQP Products, nimero do catdlogo: IQP-160R), anti-
IL-10 PE (IQP Products, nimero do catidlogo: IQP-165R) e anti-IL-4 PE (IQP Products,
nimero do catdlogo: IQP-162R), em tubos 12X75mm de citometria devidamente
identificados. Apds a marcacdo intracitoplasmatica, as células foram lavadas e ressuspensas
em 500ul de tampao PBS diluido. Controle isotipico apropriado para a detec¢ao das
fluorescéncias PE e FITC ndo-especificas - Simultest” Control y1/y2a (BD-Pharmingen,
nimero do catdlago: 340041) - foi utilizado e processado da mesma forma que as demais

marcacgoes.

Vinte mil eventos foram adquiridos no citdmetro de fluxo FACScan (Becton

Dickinson) e analisados com auxilio do software WinMdi versdo 2.8.

As células mononucleares foram analisadas de acordo com suas caracteristicas de

tamanho e granulosidade, conforme a Figura 8. A seguir, de acordo com as Figuras 9,10 e 11,
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a correlagdo entre as fluorescéncias FITC (CD3) e PE (INFy,IL-10 e IL4) foi determinada,
respectivamente. As Figuras 12 e 13 representam os dot plots observados, considerando-se o

mesmo tipo de andlise, para o controle isotipico empregado e marcagdo anti-CD3 apds cultura

celular, respectivamente.
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Figura 8 Selecdao da populacdo linfocitdria de acordo com as caracteristicas de tamanho e

granulosidade apds cultura celular.



48

=
2,25% 20,29%
m
[
w
o
CA
=
i
I
a
= o
100 X 107 107 10

CD3 FITC
Figura 9. Gréfico em dot plot exemplificando a expressdo de anti-CD3 e anti-IFNy em

linfécitos apds a cultura celular.
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Figura 10. Grafico em dot plot exemplificando a expressdao de anti-CD3 e anti-IL-10 em

linfécitos apds a cultura celular.
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Figura 11. Grifico em dot plot exemplificando a expressdo de anti-CD3 e anti-IL-4 em

linfécitos apds a cultura celular.
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Figura 12. Controle isotipico para marcagao de fluorescéncia ndo-especifica (FL1 x FL2)
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Figura 13. Grafico em dot plot exemplificando a expressdo de anti-CD3 em linfécitos apds a

cultura celular.

6.3. Determinacao do percentual de linfocitos CD3+ e dos subtipos CD4+, CD8+, CD26+
e CD4+/26+

Para a determinagdo percentual dos linfécitos CD3+ e dos subtipos linfocitarios CD4,
CD8, CD26 e CD4/26 por citometria de fluxo, 100ul de aliquotas do sangue total foram
incubadas com os seguintes conjuntos de marcadores de superficie: 10ul de anticorpo
monoclonal anti-CD3 (BD Pharmingen'™, nimero do catdlogo: 555332), 20 ul de anticorpo
monoclonal Tritest anti-CD3 PerCP/anti-CD4 FITC/anti-CD8 PE (BD PharmingenTM, ndmero
do catdlago: 340298) ou anti-CD4 FITC/anti-CD8 PE (FK Biotec, nimero de catdlogo,
FP306), 10 pl de anti-CD4 FITC (IQP-Products, nimero do catdlago: IQP 535F) e 10 pl anti-
CD26 PE (BD Pharmingen' ™, nimero do catdlago: 340423). Ap6s 20 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente no escuro, adicionou-se 450 ul de solugdo de lise diluida (FACS Lysing
Solution, BD Pharmingen™, ndmero do catdlago: 349200). A seguir, incubou-se por mais 20

minutos no escuro a temperatura ambiente; os tubos contendo as amostras de suspensao
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celular foram lavados duas vezes com tampao PBS resfriado diluido em soro fetal bovino 1%
e ressuspensas com 500 pul de solucdo de paraformaldeido 1%. Um tubo contendo anticorpo
monoclonal para avaliacio das fluorescéncias PE e FITC inespecificas Simultest’™ Control

v1/y2a(BD-Pharmingen, nimero do catalago: 340041) foi também incluido.

Vinte mil eventos foram adquiridos no citdmetro de fluxo FACScan (Becton

Dickinson) e analisados com auxilio do software WinMdi versdo 2.8.

Para a analise, os linfécitos foram selecionados de acordo com suas caracteristicas de
tamanho e granulosidade, conforme a Figura 14. Os gréaficos para a correlagdo entre as
fluorescéncias FL1(CD4-FITC) X FL2 (CD8-PE), FL1 (FITC CD4) X FL2 (CD26 PE), bem
como a andlise do controle isotipico (Figura 17) estd exemplificada nas Figuras 15, 16. O
percentual de células CD26+ foi determinado considerando-se o total de marcagdo positiva

FL2 a partir da anélise dos plots de andlise referente a marcagdo CD4/CD26.

1023

S5C-Height

FSC-Height

Figura 14. Selecdo da populacdo linfocitdria de sangue periférico de acordo com as

caracteristicas de tamanho e granulosidade.
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Figura 15. Gréafico em dot plot exemplificando a expressdo de anti-CD4 e anti-CD8 em

linfécitos de sangue periférico.
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Figura 16. Gréfico em dot plot exemplificando a expressdo de anti-CD4 e anti-CD26 em

linfécitos de sangue periférico.
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Figura 17. Controle isotipico para marcagdo de fluorescéncia nao-especifica (FL1 x FL2)

7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados continuos foram apresentados como média e desvio padrdo e comparados
entre os grupos usando-se o teste ¢ de Student. Os dados assimétricos foram descritos através
da mediana e valores minimos e mdximos e comparados usando o teste U Mann-Whitney. Os
dados categdricos foram expressos em numeros absolutos e percentuais e a significancia
estatistica foi testada através do teste Qui-Quadrado ou teste Exato de Fisher. O nivel de
significancia considerado foi de «=0,05. Os dados foram analisados empregando-se o
software SPSS versao 12, e o grafico de dispersdo de pontos apresentado no capitulo dos

RESULTADOS foi confeccionado pelo software Sigma Plot versao 9.0.
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8. CONSIDERACOES SOBRE A LOGISTICA DO ESTUDO E FORMATO DA TESE

O Programa de Pds-Graduagao em Medicina e Ciéncias da Saide — Famed/PUCRS
ndo exige um formato especifico para a edicao da tese. Assim, optou-se por empregar as
recomendacdes de Spector (Spector, 2002). A forma através da qual as referéncias
bibliograficas estao descritas ao longo desta tese seguiram as normas da Associac¢do Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) indicadas no texto por Sobrenome, Ano. Nas referéncias

bibliograficas, os artigos utilizados estao citados em ordem alfabética.

Esta tese estd descrita contendo os seguintes topicos: Introducao, Hipdtese, Objetivos,
Pacientes e Meétodos, Resultados, Discussdao, Conclusdes, Referéncias Bibliograficas e

Anexos.

Este trabalho integra a linha de pesquisa do Laboratério de Nefrologia do Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS que investiga os distdrbios hipertensivos da gestacao em
colaboracdo com Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina e o

Servigo de Obstetricia do Hospital Sao Lucas da PUCRS.

A sele¢do, coleta das amostras sanguineas para as andlises laboratoriais e revisao dos
prontudrios das pacientes foi realizada pelos seguintes alunos de inicia¢do cientifica sob
supervisdao da Dra. Bartira Ercilia Pinheiro da Costa e Dr. Carlos Eduardo Poli de Figueiredo:
Alexandre Agra, Antonella Furquim Conte, Daniele Escouto, Douglas Freitas, Féabio
Asquidamini, Floréncia Ferreira Barreira, Giovana De Nardo Maffazioli, Gustavo Bordin,
Henrique Oliani, Jodo Paulo Leal Schambeck, Leandro Damiani, Mateus Alexandreti,

Mariana Ambros, Marta Hentschke, Renata Farinon e Samantha Dieckel.

A autora realizou o processamento e as andlises laboratoriais relacionadas ao citdmetro
de fluxo em conjunto com o Laboratério de Biologia Celular e Doencas Respiratérias-
IPB/PUCRS sob a supervisao da Dra. Denise Cantarelli Machado e auxilio de Silvana

Lunardini Alves, e contou também com a colabora¢do do Laboratério de Imunogenética da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob a coordenagdo da Dra. Nance Nardi para a
leitura e andlises em citometria no momento inicial do trabalho enquanto o citdmetro do IPB-

PUCRS esteve em manutengao técnica.

Os dados produzidos neste trabalho foram apresentados como tema livre no Saldo de
Iniciacdo Cientifica pela estudante Antonella Furquim Conte, pela autora sob a forma de
poster Mostra de P6s-Graduacao da PUCRS/2007, na VII Semana de Estudos Farmacéuticos -
Universidade do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul/UNIJUI e pelo Prof. Dr. Carlos
Eduardo Poli de Figueiredo nos Semindrios Anuais do PPSUS como parte do relatério do

Fomento concedido via FAPERGS (Edital MS/CNPq/FAPERGS 008/2004).

O Programa de Pés-Graduagdo em Medicina e Ciéncias da Sadde preconiza que os
p6s-graduandos realizem como atividade obrigatéria o estdgio de docéncia em pesquisa. Para
tanto, solicitou-se reaproveitamento, com éxito, das atividades de docéncia realizadas durante
o periodo de realizagao do Mestrado no Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude-Departamento

de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
A assessoria bioestatistica foi realizada pelo Dr. Mario Bernardes Wagner.

E relevante ressaltar que o presente grupo de pesquisa dispde de um Ambulatério de
Nefrologia/Hipertensdao Gestacional vinculado as atividades docentes do Servico de
Nefrologia, do Departamento de Medicina Interna da Faculdade de Medicina da PUCRS e ao
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude. Este ambulatdrio realiza suas
atividades as quintas-feiras, no conjunto 305 do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, sob
coordenagdo do Dr. Carlos Eduardo Poli de Figueiredo e supervisdo clinica do Dr. Giovani
Gadonski e Dra. Iond Rosine Scolari Conceicdo. O Ambulatério de Nefrologia/Hipertensao
Gestacional assiste as pacientes que apresentaram quadro de Doenca Hipertensiva Gestacional
atendidas no centro Obstétrico do Hospital Sao Lucas da PUCRS. Apés a alta hospitalar, as

pacientes sdo convidadas a retornarem para o referido ambulatério para uma consulta inicial e
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consultas de retorno; em cada momento, protocolos padronizados pelo grupo contendo
informacdes relacionadas aos desfechos relevantes apds o parto sdo preenchidos pelos
médicos supervisores em conjunto com os académicos de Medicina e cadastrados em um
banco de dados armazenados no programa Acess. O Ambulatério de Nefrologia/Doenca
Hipertensiva Gestacional iniciou suas atividades em novembro de 2003. Até o momento,
cerca de 140 pacientes foram contempladas com este servico, dentre as quais estdo incluidas
as participantes do presente projeto. O Ambulatdrio representa um importante diferencial em
nosso meio, pois além de prestar um acompanhamento clinico e laboratorial especializado a
este grupo de pacientes, constitui uma importante atividade de vivéncia prética em clinica
para os académicos de Medicina que utilizam os dados coletados para trabalhos cientificos
apresentados no Saldo de Iniciagdo Cientifica da PUCRS. Adicionalmente, os alunos do
Programa de Pds-Graduagdo também podem valer-se destes dados para elaboracdo de teses e

dissertacdes.

O grupo de pacientes com SPE pertencente a este trabalho foi definido com base na
informagdo referente a pressdo arterial e proteinuria na hora da coleta. Todas as pacientes SPE
foram encaminhadas para o Ambulatério de estudos da Doenca Hipertensiva Gestacional e
até o presente momento nem todas foram avaliadas no pds-parto porque nao completaram o

periodo de 90 dias ap6s o parto.



RESULTADOS

1. CARACTERIZACAO CLINICA E LABORATORIAL DOS GRUPOS ESTUDADOS.

Neste projeto participaram 52 gestantes: 26 no grupo GN e 26 no grupo SPE. No
grupo GN foi excluida uma gestante. Sua amostra foi incluida durante o periodo gestacional
(idade gestacional de aproximadamente 30 semanas). Quando se revisou O prontudrio em
busca dos dados perinatais como procedimento padrdo para todas as pacientes incluidas nesta
condicdo, foi verificado que a paciente havia desenvolvido pré-eclampsia e teve sua gestacdao
interrompida devido a esta patologia. Assim, para fins de andlise estatistica, o grupo GN foi
composto por 25 gestantes. Observa-se que todas as outras pacientes do grupo controle que
ainda ndo chegaram ao termo da gestacdo (n=9), estdo na iminéncia de, e até o momento
conforme nosso acompanhamento, nenhuma gestante apresentou critério para ser excluida

deste grupo.

A 1idade das pacientes ndo diferiu significativamente entre os grupos avaliados (p=
0,749). No grupo GN, a idade minima foi de 17 anos e méaxima de 39 anos e no grupo SPE a

idade minima foi 17 anos e a maxima foi de 41 anos.

A média da idade gestacional no momento da coleta da amostra sanguinea para o
estudo ndo foi estatisticamente distinta entre os grupos (p=0,444). No grupo GN a idade
gestacional minima foi de 21,7 semanas e a méxima foi de 41,3 semanas. J4 no grupo SPE a

idade gestacional variou entre 25,0 e 40,0 semanas.

Nao observamos diferenca quanto a distribuicio das pacientes entre 0s grupos
estudados em relagdo ao tipo racial, conforme mostrado na Tabela 1. A freqiiéncia de

mulheres das racas mista e ndo-branca foi de 32% (n=8/25) nos dois grupos estudados.
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Os valores pressoricos de PAS e PAD assim como a excre¢do urindria de proteinas,
obtida através de mensura¢des em urina de 24 horas e também estimada através da relagcao
proteina/creatinina em amostra aleatéria de urina, foram significativamente maiores no grupo

SPE em relacdo as gestantes normais conforme esperado.

Os grupos nao foram distintos em relacdo a altura das pacientes. No entanto, as
gestantes pré-eclampticas apresentaram peso maior; a variagao de peso neste grupo foi de 57 a
132 kg e no grupo controle a variagao foi de 53,6 a 85,4 kg. Os valores do indice de massa

corporal calculados estdo mostrados na Tabela 1.

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos quanto as dosagens
séricas de creatinina, dcido udrico e glicemia de jejum. O mesmo equivaleu para as medidas de
hematdcrito, hemoglobina e contagem de plaquetas. Algumas pacientes no grupo SPE
apresentavam a dosagem laboratorial de fibrinogénio plasméatico conforme mostrado na
Tabela 1. Algumas destas medidas ndo foram solicitadas durante a internagdo ou no

acompanhamento ambulatorial, principalmente para as gestantes do grupo GN.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos Gestacdo Normal e Sindrome de

Pré-Eclampsia

Gestacao Sindrome de Pré- P
Normal Eclampsia
(n=25) (n=26)

Idade Gestacional (semanas) 32,5172 33,843,8 0,444
Idade Materna (anos) 25,6+6,8 26,146,5 0,749
Pressdo Sistdlica (mmHg) 116,3+£10,8 149,9+16,2 <0,001*
Pressdo Diastdlica (mmHg) 74,2+10,2 96,5+17,6 <0,001*
Cor da pele Branca n° (%) 17 (68) 17 (68) 0,158°
Altura (cm) 160,816,6 160,616,5 0,895°
IMC (peso/altura®) 27,7431 32,9+7.8 0,003*
Peso (kg) 70,619,2 84,9120,2 0,002*
Relacdo P/C nd 0,4(0,3a4,1)

PRT 24 horas nd 399 (52 a 4420)

AU (mg%) 4,1£1,3 5,01,4 0,138
CR (mg%) 0,810,1 0,810,1 0,840°
GLICJ (mg%) 77,3127,5 77,6£7,5 0,968
Fibrinogénio nd 435,8+73,6

Plaquetas (x103/p1) 2124542 207,3+44,1 0,803?
Hematécrito (%) 34,9+2.9 35,8%3,6 0,376°
Hemoglobina (g%) 11,6£1,0 12,1+1,2 0,169*

Dados apresentados como médiatDP e mediana (minimo a maximo) (a) teste t Student; IMC= Indice de Massa
Corporal, P/C= relag@o proteintdria/creatinintria em urina de amostra; PRT 24 horas= proteindria em urina de 24
horas; nd= ndo determinado; AU= 4cido urico sérico; CR=creatinina sérica,; GLICJ=Glicemia de jejum; Hct=
hematdcrito; Hb= hemoglobina.

A descricdo da histéria médica pregressa das pacientes pode ser visualizada na Tabela
2. A freqiiéncia do histérico de infec¢ao do trato urindrio nio foi diferente entre os grupos

estudados.

Aproximadamente o dobro de pacientes no grupo SPE em relac@o ao grupo GN relatou

o0 histdrico familiar de hipertensdo (71% vs 38%); principalmente em familiares de primeiro
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grau- pai, mae ou irmaos- cuja freqiiéncia observada foi de 57% (12/21) no grupo SPE e de
33% (7/21) no grupo GN. A ocorréncia de complicacio em gestagdes anteriores por

hipertensao foi observada somente no grupo SPE e o indice observado foi de 48% (12/25).

O percentual de primigestas nos grupos SPE e GN foi, respectivamente: (27%, 7/26 e
44%, 11/25, p=0,249). O histérico de abortamento espontaneo relatado nao foi diferente entre
os grupos analisados: 39% (10/26) no grupo SPE e 28% (7/25) no grupo GN (p=0, 555). O
percentual de mulheres ndo-nuliparas foi maior no grupo SPE (62%, 16/26) em comparacdo
ao grupo GN (40%, 10/25) mesmo que a significincia estatistica seja desprezivel (p=0, 165).
As medianas do nimero de gestagdes, de abortos e de partos prévios entre os grupos bem

como os respectivos valores minimos e mdximos estao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e historia médica obstétrica pregressa nos grupos Gestacao

Normal e Sindrome de Pré-Eclampsia

Sindrome de Pré-

Gestagdo Normal Eclampsia
Caracteristica n n P
Histérico de ITU 21 13 (62) 19 14 (74) 0,511°
Histérico de HAS familiar 21 8 (38) 21 15 (71) 0,158*
Parentesco 1° grau 21 7 (33) 21 12 (57) 0,158*
Histoérico de SPE 21 0 (0) 25 12 (48) 0,027*
Histéria Materna Obstétrica
N° gestacoes 25 2(lag) 26 2(la7) 0,383°
N° de abortos 25 0@0al) 26 0(0a3) 0,504°
N° de partos 25 00a4) 26 1(0a)) 0,356°

Dados apresentados como contagem (percentagem) e mediana (minimo a maximo) (a) Teste qui-quadrado, (b)
Teste exato de Fisher (c) Teste U Mann-Whitney
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2. DISTRIBUICAO LEUCOCITARIA EM SANGUE PERIFERICO NOS GRUPOS DE ESTUDO.

Nao foi observada diferenga estatisticamente significante na contagem global de
leucécitos entre os grupos de estudados. A leucometria no grupo GN variou entre 6.900-
16.500 leucécitos/ul e, no grupo SPE, 6.900-16.100. A contagem média de

linfomononucleares observada entre os grupos SPE e GN foi de, respectivamente, 2.8901668

células/ul e 2.4841822 células/ul, (p=0,079).

A relacgao linfocitaria CD4/CDS8 no grupo SPE foi diferente (p=0,017) em comparacao
ao grupo controle em virtude do nimero maior das células CD4+ (p=0,002), conforme
mostrado na Tabela 3 e Figura 18. Nao foi observada diferenca no percentual de linf6citos

CD8+ entre os grupos de comparacao.

O nivel percentual médio de células linfomononucleares em amostras de sangue
periférico expressando o marcador de supeficie CD26+ nao foi diferente neste estudo entre os

grupos estudados assim como o nimero de células CD4+ co-expressando a molécula CD26.



Tabela 3. Leucometria e contagem dos subtipos linfocitarios entre os grupos de estudo.

Gestacado Sindrome de Pré- P
Normal Eclampsia
(n=25) (n=26)

Leucdcitos totais (x10°/ul) 10,2424 10,5424 0,758"
Granuléeitos (x10°/ul) 7,8+2.3 7,7%1,9 0,916°
Linfécitos (x10°/ul) 1,8+0,8 2,140,5 0,174°
Mondcitos 0,610,2 0,8+0,3 0,104%

CD3+ (%) 75,1492 74,3£10,4 0,765°

CD4+ (%) 37,845,7 43,61+5,8 0,002 *

CD8+ (%) 26,9+7,3 23,7+5.8 0,148°

Razdo CD4/CD8 1,540,6 2,0+0,5 0,017°

CD26+ (%) 52,5487 49,5+6.,9 0,336°

CD4+/CD26+ (%) 32,3+7,0 30,8+7,0 0,692°

Dados apresentados como médiatD, (a) teste t de Student;
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Figura 18. Grafico de dispersdo de pontos representando a distribui¢do dos linfécitos CD4+

nos grupos de estudo.

A distribuicdo de linfécitos com imunofendtipo T1 e T2 bem como as respectivas
razdes T1/T2 em amostras de sangue periférico ndo apresentaram diferencgas entre os grupos

de pacientes estudadas (Tabela 4).
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Tabela 4. Percentual dos linfécitos CD3+ com imunofendtipo de citocinas do tipo 1 e do tipo

2 em sangue periférico nos grupos de estudo.

Gestacdo Normal Sindrome de Pré-Eclampsia
Varidvel n Valor n Valor P*
IFNY/CD3+ (%) 25 13,5(3,6a31,3) 26 11,7(6,9a294) 0,855
IL-2/CD3+ (%) 3 16,0(8,1a18,6) 3 19,5 (6,0 a 21,6) na
IL-4/CD3+ (%) 25 1,9(,1-2,9) 26 19(0,7a4,2) 0,687
IL-10/CD3+ (%) 25 28(1,5a44) 26 3,1(1,2-7,3) 0,259
IL-2/TL-10 (%) 3 58@33a7,1) 3 10,4 (2,22 17,6) na
IL-2/1L-4 (%) 3 6,5(2,9-15,95) 3 8,8(1,6a9,4) na
IFNY/IL-4 (%) 25 11,1 (2,8a18,9) 26  54(1,6a31,0) 0,400
IFNY/IL-10 (%) 25 4,3(1,7-13,8) 26 3,3(0,9a23)9) 0,569

Dados apresentados como mediana (minimo a mdximo), (a) teste U-Mann-Whitney. IFNy= Interferon gama; IL-
2=interleucina 2; IL-10= interleucina 10; IL-4=interleucina 4 na= nio aplicavel

3. DADOS DO PARTO E DO RECEM-NASCIDO

Os dados perinatais estdo apresentados na Tabela 5. No grupo GN nem todos os dados
foram obtidos até o presente momento. Neste grupo houve a inclusdo de amostras durante o
periodo gestacional, entretanto, 9 destas mulheres ainda ndo chegaram ao termo da gestagcdo
(até 25.01.2008). J4 no grupo SPE, os dados perinatais referentes a uma paciente ndo foram

obtidos pelo fato de que mesma ter apresentado alta hospitalar antes do parto.

A maioria dos partos no grupo SPE foi do tipo cesareo (80%).

Os recém-nascidos das pacientes do grupo SPE apresentaram peso menor
comparando-se com as gestantes controles (p<0,001). O peso da placenta no grupo SPE foi da
mesma forma menor em relacdo ao grupo GN, mesmo que a diferenca estatistica ndo tenha
sido alcangada (p>0,05). Os valores mininos e mdximos do peso da placenta nos grupos GN e

SPE foram, respectivamente: 435 a 1120 gramas e 210 a 1065 gramas. Conforme esperado, os
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valores de idade gestacional obstétrica e pedidtrica foram significativamente menores no

grupo SPE em relac@o ao grupo GN (Tabela 5).

Para ambos os grupos, houve predominancia de recém-nascidos classificados como
“Adequados para a Idade Gestacdao” conforme mostra a Tabela 5. No entanto a proporcao de
recém-nascidos ‘“Pequenos para a Idade Gestacional” foi maior no grupo SPE em relagdo aos
controles. As condicdes dos recém-nascidos, avaliados pelos valores do APGAR no primeiro

e quinto minutos de vida, nao foram distintos entre os grupos de estudo.

Tabela 5. Caracteristicas do parto e do recém-nascido nos grupos de estudo.

Gestacdo Normal Sindrome de Pré-

Eclampsia

Caracteristica n Valor n Valor P
Parto Cesareo n(%) 16 7 (44) 25 20 (80) 0,023°
RN F n(%) 15 6 (40) 25 10 (40) 0,632°¢
IGO 5 39,5+1,1 12 36,112,8 0,003°
IGP 16 39,4£1,5 25 35,4140 <0,001*
APGAR 1 15 8,3%+1,8 25 7,8%1,2 0,290°
APGAR 5 15 9,311,1 25 9,1£0,7 0,365°
Classificacao do RN n(%) 15 25 0,330"

AIG 12 (80) 19 (76)

GIG 2(13) 1(4)

PIG 1(7) 5(20)
Peso RN (g) 15 35191472 25 26471906 <0,001°
Peso da placenta (g) 13 681£158 24 6191212 0,336

Dados apresentados como contagem (percentagem) e médiatDP.(a) Teste t de Student e (b) teste Qui-
quadrado, (c) Teste exato de Fisher.. RN F= recém-nascido do sexo feminino; IGP= idade gestacional
pedidtrica em semanas; AIG= Adequado para a idade gestacional; GIG: grande para a idade gestacional;
PIG: pequeno para a idade gestacional; APGAR 1= APGAR no primeiro minuto; APGAR 5= APGAR no
quinto minuto; RN= recém-nascido



DISCUSSAO

Considerando-se o potencial imunogénico do tecido fetal, uma resposta inflamatéria
sist€mica (RIS) leve a moderada envolvendo o sistema imunolégico inato e adaptativo
materno € documentada durante o curso da gestacdo fisiolégica sem necessariamente
representar doenca materna ou rejeicao ao feto. Na pré-eclampsia, a RIS da gestacdo normal
também ocorre, porém em maior intensidade (Redman et al, 1999). Parametros laboratoriais
imunolégicos e hematoldgicos podem descrever esta condi¢do inflamatéria em leucdcitos de
sangue periférico (Sacks et al, 1998; Shamonki et al, 2007; Sargent et al, 2006; Sakai et al,
2004; Terrone et al, 2000). Dos marcadores laboratoriais de inflamacao selecionados para este
estudo, observou-se que o nivel percentual dos linfécitos CD4+ foi maior nas gestantes com
SPE em relacdo as gestantes controles normotensas. Nenhuma diferenca no padrio de

expressdo de citocinas T1 (inflamatérias) e T2 (antiinflamatérias), ou na razdo T1/T2 foi

detectada entre os grupos de pacientes analisadas.

Na vigéncia do processo inflamatério, os linfécitos T auxiliares CD4+ apresentam um
papel efetor central, j4 que uma vez ativados mediante contato antigénico CPH- classe II
restrito, secretam as citocinas necessdrias a sua proliferagdo e diferenciacdo, bem como a
ativacdo dos linfécitos T-citotéxicos (CD8+) e das células apresentadoras de antigeno como

os mondcitos, macréfagos, células dendriticas e linfécitos B (Abbas & Lichtman, 2003).

Um padrao especifico de citocinas secretado pelos linfécitos T-CD4+ é descrito como
importante fator necessario a manutencao da sobrevida da placenta e do feto contra eventuais
reacoes dos leucdcitos maternos imuncompetentes. A hipdtese imunotréfica descrita por
Wegmann e colaboradores sugere que o sucesso gestacional, sob o ponto de vista das reagdes
imunoldgicas, estd associado a um padrao dominante de citocinas antiinflamatérias Ta2 (IL-4

e IL-10) (Wegmann et al, 1993), tanto na unidade feto-placentéria (Saito, 2000) quanto no
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sangue periférico materno (Holmes et al, 2003), j4 que estas citocinas apresentam a
propriedade de reprimir as ag¢des citotoxicas das citocinas Tal. A importancia do balango das
citocinas Tal/Ta2 durante a gestagdo ganhou refor¢o a partir da observacao clinica de que as
gestantes com lipus eritematoso-doenca inflamatéria mediada por imunocomplexos associada
as citocinas Ta2 - apresentam exaltacdo dos sintomas, ao contrdario das pacientes com artrite
reumatdide — doenga inflamatdria associada as citocinas Tal- que mostram remissdo dos
sintomas (Tchérzewski et al, 2000; Del Prete et al, 1994; Mecacci et al, 2007).
Adicionalmente, a hip6tese imunotréfica tornou-se ainda mais consistente a partir da
observacdo de que certas complicacdes gestacionais, como o abortamento espontaneo de
repeticdo e a Doenca Hipertensiva Gestacional, estdo associadas ao aumento da razdo
Tal/Ta2 (Arriaga-Pizzano et al, 2005; Darmochwal-Kolaraz et al, 1999,Henessy et al, 1999;

Rein et al, 2002; Saito et al, 1999).

Nesse estudo, entretanto, nao foi possivel associar a SPE um padrdo sistémico de
citocinas T1 inflamatérias em comparacdo a gestacdo normotensa. Em parte, tal discordancia
pode ser justificada pela metodologia de medida empregada por alguns autores para tal
inferéncia. Dong e colaboradores associaram a maior concentragao sérica das citocinas IL-2 e
TNFo ao padrao Tal dominante em gestantes pré-eclampticas (Dong & Wang, 2005).
Arriaga-Pizzano e colaboradores, da mesma forma, associaram o fenétipo Tal as gestantes
com pré-eclampsia pela maior concentragdo de IFNYy plasmadtico (Arriaga-Pizzano et al,
2005). Entretanto, a expressdao intracelular da mesma citocina, determinada por marcagao
intracitoplasmatica em linfécitos, ndo foi distinta comparando-se as gestantes normotensas no
estudo citado. A dicotomia T1 ou T2, inicialmente descrita nos linfécitos CD4+ e
posteriormente também observada em outras células imunes, representa a propriedade que
certos tipos celulares especificos possuem de participar da inflamac¢do ou de reprimi-la através
da secrecdo de citocinas. As dosagens séricas ndo permitem avaliar o tipo celular secretor de

citocinas, uma vez que outras células presentes ou em contato com a corrente circulatdria de



68

natureza ndo-imune (como as células epiteliais e os fibroblastos) também produzem citocinas.
Além disso, a determinagdo sérica das citocinas pode ser afetada por fatores tais como a
ligacdo aos seus receptores soliveis especificos, a excre¢do urindria e a sua captagdo para
consumo celular, o que € especialmente relevante para a avaliagdo das citocinas T2 ja que a
sua propor¢cao € muito menor em comparacdo as T1 (Jason et al, 2001). Dessa forma, a
quantificacdo sérica ou plasmatica das citocinas representa uma maneira indireta e
metodologicamente menos sensivel para a inferéncia da condi¢do inflamatéria. Também,
deve-se considerar que as citocinas funcionam a nivel intracelular, e, portanto a marcagao
intracitoplasmatica representaria a avaliagdo mais direta do seu papel bioldgico e também o
mais proximo da definicdo Tal/Ta2, pois considera a marcacdo de superficie celular
simultanemante. Finalmente, a correlacdo entre a concentragdao sérica ou plasmdtica das
citocinas e a sua expressdo intracelular ainda ndo estd totalmente estabelecida na pré-
eclampsia pois poucos estudos fazem essa avaliacdo simultaneamente. (Arriaga-Pizzano et al,

2005; Saito et al, 1999a)

A possibilidade de se acessar o perfil de citocinas nas diferentes células imunes €
fundamental para o entendimento da regulacdo imune normal e também a sua disfun¢do nas
doencas. Com o avango das técnicas de fixacdo e permeabilizacdo celular, tornou-se possivel
identificar individualmente as células produtoras de citocinas. A marcagdo intracitoplasmatica
e a conseqiiente leitura por citometria de fluxo permitem o conhecimento do fenétipo celular e
avaliacdo de um grande nimero de células. No entanto, a deteccdo de citocinas nas células em
repouso € minima (Sewell et al, 1997; Sacks e Sargent, 2003), ¢ a maioria das técnicas
publicadas nesse sentido utilizam substancias que representam um forte estimulo fisiolégico
em cultura para demonstrar o potencial de sintese de cada célula (Pala et al, 2000; Sewell et
al, 1997; Prussin e Metcalfe, 1995). O protocolo experimental utilizado nesse trabalho para a
ativacdo artificial das células T humanas utilizou as substancias PMA e ionomicina que

permite a ativacdo linfocitdria, respectivamente, via mobilizacdo da piruvato quinase C
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intracelular e através do influxo de cdlcio extracelular. Entretanto, observamos que a
marcacdo de superficie anti-CD4, nessas condi¢des, foi fortemente diminuida, o que
impossibilitou a avaliagao Tal e Ta2 nessa populacdo. Anderson e colaboradores observaram
que quando as células T s@o expostas a combinacdo PMA + ionomicina cdlcica, a expressao
do CD4 de superficie reduz-se em aproximadamente 90% entre um periodo de incubacdo de
4-6 horas, e que permanece neste nivel de expressao por 24 horas com minima re-expressao
(Anderson & Coleclough, 1993). Esta limitacdo particularmente importante ao CD4 também
foi observada por nés e demonstrada em outros estudos (Petersen et al, 1992, Sacks &
Sargent, 2003). Alguns autores sugerem que a detec¢do de citocinas intracitoplasmaticas nos
linfécitos T-CD4+ pelo protocolo mencionado pode ser indiretamente estimada na populagao
CD8-/CD3+ (Prussin & Metcalfe, 1995). Neste estudo, entretanto, optamos pela avaliacao
considerando a marcacdo de superficie anti-CD3 que mostrou minima influéncia pelo
coquetel de estimulacdo utilizado. Além disso, entendemos que a possivel presenca das
células com o imunofenétipo CD3+/CD4-/CD8- poderia influenciar a estimativa na populagdo

CD8-/CD3+.

Os estudos que empregam a citometria de fluxo para evidenciar a mi-adaptacao imune
a favor da condicdo inflamatéria na pré-eclampsia geralmente consideram a subpopulagdo de
linfécitos CD4+ (Saito et al, 1999; Darmochwal-Kolaraz et al, 2002). Dada sugestio de que a
fracdo linfocitdria CD4+ expressa o fen6tipo Tal aumentado na pré-eclampsia e, também,
pela impossibilidade técnica de obtengdo das células CD4+ apés a cultura celular, um dos
objetivos do presente estudo foi de avaliar se 0 comportamento linfocitdrio para a expressao
das citocinas poderia igualmente estar alterado em comparacdo ao grupo controle nos

linfocitos T CD3+.

Em relagdo ao tipo de populacdo linfocitdria, a inexisténcia de alteracOes

significantivas no padrao T1 e T2 observada neste estudo concorda com os resultados obtidos
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por Shi e colaboradores. Estes autores avaliaram mulheres no primeiro trimestre gestacional e
ndo gravidas, e observaram que a expressao de IFNy nas células com imuno-fenétipo CD3-
/CD56+ (células matadoras naturais, NK cells) e na respectiva subpopulacdo que expressa
marcadores de linfécitos T (NK-T cells, CD3+/CD56+) foi menor no grupo de mulheres
gestantes em comparagdo as nao gravidas. Interessantemente, o nimero das células matadoras
naturais foi maior na corrente circulatéria das gestantes. De acordo com os autores, a
modulacdo do processo inflamatério sistémico induzido pela gestagcdo, no que diz respeito as
citocinas secretadas, pode estar associada a atividade das células do sistema imune inato

CD3- ao invés das células do sistema imune adpatativo que sdo CD3+ (Shi et al, 2007).

Na pré-eclampsia, a falta de alteracdes sistémicas na razdo Tal/Ta2 em linf6citos
CD4+ ou na razdo Tcl/Tc2 em linfécitos com imunofendtipo CD8+, em comparagdo as
pacientes ndo grdvidas e as gestantes normais, também foi recentemente descrita
(Borzychowski et al, 2005). No entanto, as razdes leucocitarias NK1/NK2 e NK-T1/NK-T2
no grupo pré-eclampsia foram maiores em comparacdo as gestantes normais; novamente, a
sugestacdo para o envolvimento prefencial das células inatas na Doenca Hipertensiva
Gestacional. Como os linfocitos Ta-CD4+ e Tc-CD8+ co-expressam o marcador pan-

linfocitario CD3+, os nossos resultados podem ser comparados ao estudo citado.

Assim como recentemente proposto (Borzychowski et al, 2006; Chaouat et al, 2002),
nossos resultados reafirmam a necessidade de questionar o paradigma Tal/Ta2. O conceito
precisa, portanto, ser expandido a outros tipos celulares do sistema imune inato que também
apresentam a mesma polaridade funcional como as células matadoras naturais (Shi et al,
2007), além dos linfécitos T citotoxicos (Cerwenka et al, 1998). Mesmo que o nimero
percentual de células CD3- ndo tenha sido diferente entre os grupos avaliados nesse estudo
(dado nao mostrado), ndo podemos excluir altera¢cdes no padriao de citocinas nas CD3- das

pacientes com pré-eclampsia como sugerem os trabalhos de Borzychowski e colaboradores
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(2005) e Shi e colaboradores (2007). Dada a heterogeneidade das células imunes, em especial
na populacdo de linfécitos T, um melhor conhecimento de outras fontes de secrecdo das
citocinas do tipo 1 e do tipo 2 circulatérias, bem como dos seus fatores estimulantes, como o
estudo das citocinas com atividade regulatdria para a definicdo do fenétipo T1 ou T2 como a
IL-12 e IL-18 (Sakai et al, 2004), podera ser mais relevante diante de um contexto complexo e
multifatorial como € a sindrome de pré-eclampsia, tanto para fins de diagnéstico quanto para

o surgimento de possiveis alvos terapéuticos.

O fato de que estudos recentes, incluindo o nosso, nao reproduzem a predominancia
das citocinas T1 na pré-eclampsia em relagdo a gestacdo normal, fazem com que novas
especulacdes a respeito da hipdtese imunotrdfica surjam. Sargent e colaboradores sugerem
que, embora a maior produ¢do de citocinas do tipo 2 possa ser observada durante a gestagao,
ndo existe evidéncia concreta de que isto seja essencial para a manutencao da mesma, uma
vez que esse desvio pode representar uma resposta secundaria ao estado hormonal (Sargent et
al, 2006). O questionamento quanto a dependéncia das citocinas do tipo 2 na gestacdo normal
também deve considerar o estudo experimental em que fémeas geneticamente modificadas
para ndo expressarem os genes para 4 citocinas Ta2 (IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13) nao
apresentaram perda fetal nem reducdo de sobrevida neonatal da prole, tanto nos modelos de
gestacdo singé€nica quanto a alogénica (Fallon et al, 2002). O questionamento parece ser
pertinente também a pré-eclampsia. Hayakawa e colaboradres observaram que a transferéncia
adotiva de esplendcitos ativados expressando o fenétipo de citocinas do tipo 1 (IL-12+),
provenientes de cobaias BALB/C virgens para cobaias fémeas grdvidas da mesma espécie
apos acasalamento com cobaias C57BL/6, desenvolveram hipertensdo e proteindria, fato que
nao foi observado nas cobais ndo-gravidas. Entretanto, a transferéncia adotiva, nas mesmas
condig¢des, dos esplendcitos com o fendtipo de citocinas do tipo 2 (IL-4+), também resultou
nos sintomas de pré-eclampsia. E a transferéncia das células com ambos fendtipos resultaram

na expressdo mais severa dos sintomas. Os autores propdem que outros mecanismos imunes,
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além da rejeicao celular, como a resposta humoral, podem contribuir para a fisiopatologia da
pré-eclampsia (Hayakawa et al, 2000). Além disso, a presenca de anticorpos anti-
fosfolipideos é observada em alguns casos da doenca (Mitsui et al, 2005). Considerando-se
que estes anticorpos sdo capazes de induzir disfuncdo endotelial e diminuir a capacidade de
invasdo do trofoblasto (Arakawa al, 1997), ndo se pode excluir a possibilidade de que a

resposta T2 possa estar associada a fisiopatologia da pré-eclampsia.

Diante de tais observagdes, atualmente, o paradigma T1 e T2 € um assunto controverso
e considerado uma simplificacdo das reacdes imunoldgicas para explicar o sucesso
gestacional. A auséncia de um padrao especifico observado nesse estudo ndo exlcui o
envolvimento das citocinas na pré-eclampsia, mas sugere que a modulagdo T1 e T2 ocorra em
tipos celulares especificos. E possivel que a expressdo de citocinas T1 e T2 em linfécitos
totais CD3+ mostre distingdo apenas nos casos graves de pré-eclampsia, como eclampsia ou

sindrome HELLP.

A contagem elevada de leucdcitos parece estar presente em alguns casos de pré-
eclampsia. Terrone e colaboradores observaram que a leucocitose e a severidade da sindrome
HELLP sao proporcionais (Terrone et al, 2000). Ozkaya e colaboradores propuseram que a
leucocitose acima de 16000 células/ul em pacientes pré-eclampticas hospitalizadas e que nao
receberam tratamento com sulfato de magnésio representou um importante fator de risco
independente para a evolugdo a eclampsia (Ozkaya et al, 2006). Apesar das evidéncias, no
presente estudo ndo foi constatado que a rede inflamatdria sist€émica estivesse estimulada na
pré-eclampsia em func¢do da contagem leucocitdria. Nenhuma das gestantes hipertensas
avaliadas desenvolveu desfechos tdo acentuados como plaquetopenia, eclampsia ou a
sindrome HELLP, o que possivelmente justifique a auséncia de diferencas para essa varidvel

nos nossos resultados.
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Modificag¢des na distribui¢ao linfocitaria sanguinea CD4/CD8 fazem parte do processo
de adaptacdo imune durante a gravidez. Watanabe e colaboradores, através de andlises por
citometria de fluxo com 2 cores, observaram que a contagem de linfécitos CD4+ e CD8+
diminui no terceiro e no primeiro trimestre gestacional, respectivamente. Os autores propdem
que essas modificacdes nas contagens linfocitdrias observadas podem estar relacionadas aos
mecanismos de aceitacdo ou rejeicao do feto (Watanabe et al, 1996). No nosso estudo, o nivel
aumentado dos linfécitos CD4+ foi observado no grupo sindrome de pré-eclampsia e o
mesmo também foi demonstrado por Dimitrakova-Dzhambazova e colaboradores
(Dimitrakova-Dzhambazova et al, 2005). A contagem dos linfécitos CD4+ circulantes parece
estar relacionada com a patogénese da pré-eclampsia, pois foi observado que a incidéncia de
pré-eclampsia em gestantes HIV-1 positivas ¢ menor no grupo que ndo utliza terapia anti-
retroviral em comparagdo com aquelas que apresentam restauracdo imunoldgica; este efeito

parece estar diretamente relacionado a magnitude do tratamento (Wimalasundera et al, 2002).

A expressdo aumentada de marcadores de ativacdo em granuldcitos e mondcitos de
sangue periférico como o CDI1b (sub-unidade oM da integrina que media a adesdo
leucocitaria ao endotélio vascular pois se liga molécula de adesdo intercelular, CD54) e o
CD62L em mondcitos (L-seletina, media a ligacdo de baixa-afinidade dos leucdcitos ao
endotélio), como parte integrante da resposta inflamatéria sist€émica, € descrita na pré-
eclampsia (Sacks et al, 1998; Gervasi et al, 2001). Dessa forma, investigamos se a expressao
linfocitaria anti-CD26+ poderia estar igualmente aumentada na sindrome de pré-eclampsia. O
CD26 representa uma enzima de superficie linfocitdria denominada dipeptidil-peptidase IV
envolvida no transporte intracelular de aminodcidos. Alguns estudos sugerem que a expressao
do CD26+ possa definir o fenétipo T1 entre os linfocitos T com secrecao de INFy aumentada
(Willheim et al, 1997). No entanto, ndo foi possivel observarmos diferencas no percentual de
células linfomononucleares CD26+ entre os grupos, o que concorda com o fendtipo de

citocinas T1 e T2 observado. Mesmo na populagdo CD4+, a expressio de CD26 nao foi
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diferente entre os grupos, o que sugere, indiretamente, que a secrecao de INFy pela populagao
linfocitaria CD3+ ndo seja distinta entre os grupos da mesma forma que os estudos que
empregam a marcagdo de superficie CD4+ e CD8+ mostram (Arriaga-Pizano et al, 2005;
Darmochwal-Kolaraz et al., 2002). No entanto, como a expressao aumentada de INFy na pré-
eclampsia foi demonstrada nas células CD3- (Borzychowski et al 2005; Shi et al 2007), é
possivel que seja atribuida a essa populacdo celular a co-expressao anti-CD26 igualmente
elevada. Como a quantificag¢do das células com imunofenétipo CD3-/CD26+ nio esta descrita

na pré-eclampsia, essa hipétese pode ser considerada.

Embora nao tenha sido observada a diferenca de expressao do CD26 na gestagcdo
normal e com pré-eclampsia como marcador de ativacdo linfocitdria sistémico, o seu
envolvimento no processo inflamatério local é documentado. Sehmsdorf e colaboradores
associaram a presenga do nimero percentual elevado de células mononucleares CD26+ e dos
linfécitos Tal deciduais em mulheres com abortamento espontaneo (Sehmsdorf et al ,2004).
No entanto, a mesma associagao nao foi observada no sangue periférico mesmo considerando-
se as populacdes CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ and CD8+/CD26+. Ja que a sindrome de pré-
eclampsia e o abortamento espontineo podem apresentar semelhancas relativas a aspectos
imunolégicos (Wilczynski, 2006), é possivel que exista uma relagdo entre a expressao anti-

CD26 e linfécitos T1 no processo inflamatdrio placentdrio.

De acordo com Saito e colaboradores, durante a primeira gestacio um estado de
tolerancia materna especifica aos antigenos paternos € gerada, e na gestacdo seguinte o clone
de células T de memdria tolerantes rapidamente se expande, resultando em menor chance de
maé-adaptacdo imunoldgica da mae ao feto, e consequentemente diminui o risco de pré-
eclampsia (Saito et al, 2007). Nesse contexto, a idéia do reconhecimento prévio dos antigenos
fetais pelas células imunocompetentes da mae € reforcada pela observagao epidemioldgica de

que a pré-eclampsia ocorre mais frequentemente em mulheres nuliparas e primigestas
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(Robillard et al, 1993). A maioria das pacientes gestantes incluidas no presente estudo eram
multigestas o que pressupdem a presenca de exposicdo anterior ao tecido fetal, fato que
também pode ser considerado quanto a auséncia de um padrao inflamatério especifico de
citocinas nos linfécitos totais. E possivel que a ma-adaptagio imune presente nas pacientes
pré-eclampticas desse estudo, expressa pelo aumento dos niveis dos linfécitos CD4+, possa
estar relacionada aos fatores constitucionais/genéticos-como a obesidade, histérico de pré-
eclampsia e de hipertensdao familiar - nos quais a elevacdo do CD4+ também estd presente
(Womack et al, 2007). Dessa forma, a modulacdo imunolégica possivelmente induzida pela
gestacdo na contagem de CD4+, em relacdo ao periodo pré-gestacional, torna-se mais dificil
de ocorrer contribuindo, dessa maneira, para o quadro inflamatério exarcebado presente nesta
doenca. Portanto, a presenca dos fatores constitucionais preexistentes que contribuem para
uma sensibilizacdo do sistema imunoldgico pode explicar os resultados obtidos. De acordo
com a hipdtese de Ness & Roberts, posteriormente apoiada por Redman & Sargent, a doenca
referida como “pré-eclampsia materna” envolve mulheres em torno dos 30 anos de idade, com
tendéncia a obesidade e que desenvolvem a doenga préxima do termo (Ness & Roberts, 1996;
Redman & Sargent, 2005). As pacientes o grupo SPE presentes neste estudo apresentaram
caracteristicas semelhante e, também, indicacdo de sucesso reprodutivo tal como as gestantes
controles. E possivel, portanto, que a mé-adaptacio imune observada anteceda o evento

gestacgdo.

Os dados do presente trabalho mostram que a percentagem de células CD4 esta
aumentada na pré-eclampsia em comparacdo com a gestacao normal, e que ndo se encontrou
diferenca na expressao de citocinas T1 e T2, e na relagdo T1/T2, usando citometria de fluxo.
A mudancga do perfil de citocinas do tipo 1/tipo 2 descrita anteriormente na sindrome de pré-
eclampsia nao foi detectada em células CD3+, e é possivel que esteja presente em outros tipos
celulares. O aumento de células CD4+ pode estar associado a resposta inflamatdria sist€émica

da pré-eclampsia.



CONCLUSOES

No presente estudo verificamos que em gestantes no terceiro trimestre de gestacdo

com e sem pré-eclampsia assistidas no Hospital Sdo Lucas da PUCRS:

- O perfil imunolégico de produgdo de citocinas intracitoplasmaticas na populacdo
total de linfocitos T T1/T2 ndo foi diferente entre as gestantes normais e com sindrome de

pré-eclampsia;

- A propor¢ao de subtipo linfocitario CD4 foi maior em gestantes com sindrome de

pré-eclampsia do que nas gestantes normais;

- A distribui¢do dos subtipos linfocitarios CD3+, CD8+, CD26+ ¢ CD4+CD26+ nao

foi diferente nos dois grupos em estudo.

Concluimos que o presente estudo ndo confirma a hipétese de que resposta
inflamatoéria na pré-eclampsia favorece o perfil T1 sobre o perfil T2 em linfécitos totais, e que

o aumento de células CD4 pode estar associado a resposta inflamatdria sist€émica da pré-

eclampsia.

O presente estudo sugere que deva ser avaliada a possibilidade de que o perfil de
citocinas T1, anteriormente descrito na pré-eclampsia, possa ser predominantemente por

células do sistema inato (NK).
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
LINHA DE PESQUISA EM NEFROLOGIA:
ENFOQUE NA GESTACAO E PRESSAO ARTERIAL

Pesquisadores Responsdveis: Bartira Ercila Pinheiro da Costa, Carlos Eduardo Poli de Figueiredo, Domingos
Otavio L d’Avila, Ivan Carlos Ferreira Antonello, Jodo Piffero Steibel,

Entrevistador da Equipe de Pesquisa:
Nome da paciente:
SOBRE A PESQUISA: A presente linha de pesquisa avalia aspectos da gravidez, como pressdo sanguinea e
pressdo alta na busca do aumento do conhecimento, alivio do sofrimento e melhora da saide de mulheres e
criangas, Esta Linha de Pesquisa € parte do Programa de Pés-graduacdo em Medicina e Ciéncias da Satude da
Faculdade de Medicina e do Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS,

Nos estudos serdo avaliados diversos aspectos que podem influenciar na doenga, tais como: marcadores
presentes no sangue, na urina, na placenta ou em tecidos; funcdo dos vasos sangiiineos; funcao das células;
fun¢do de 6rgdos, como os rins; sensibilidade gustativa ao sal; e fatores genéticos,

A idéia € estudar fatores que possam ser importantes para a ocorréncia da doenga pré-eclampsia, que € a
elevacdo da pressdo arterial na gestacdo com perda de proteina na urina, Estes testes poderdo ajudar a
diagnosticar as pessoas em risco ou com esta condi¢do, ou eventualmente auxiliar na formulacio de novos
tratamentos,

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

Caso concorde, ap6s assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, serdo perguntados dados de sua
histéria médica, coletado um volume de sangue venoso e/ou urina antes e depois do parto, além das coletas dos
exames de rotina, Alguns dos estudos desta linha de pesquisa avaliam outros aspectos e também podera ser
coletado amostra de sangue do corddio umbilical apds o parto e amostra da placenta, e/ou avalia¢do da funcdo dos
vasos por ecografia, e/ou medida da sensibilidade gustativa ao sal, Em alguns estudos, sdo avaliados a presenca
de marcadores genéticos, Os genes a serem estudados sdo extraidos do sangue ou da placenta, tentando
identificar especificamente os possiveis causadores desta doenca, Ap6s o parto vocé podera ser convidada a
realizar acompanhamento clinico com o grupo no ambulatério Nefrologia, Este grupo atende e acompanha
pacientes com hipertensdo arterial sistémica, doenca hipertensiva da gestacdo (entre elas pré-eclampsia), As
mulheres que desenvolvem complicacio durante a gesta¢do, t€m um maior risco de doencas vasculares no
futuro, A idéia do grupo é de acompanhar estas mulheres, a longo prazo, com a finalidade de observar a
evolucdo, detectar fatores de risco ou sinais de doenca, encaminhando a prevengdo e/ou tratamento destes, Meses
apos o parto, poderd ser solicitado um exame de cintilografia renal que visa detectar a presenca de cicatrizes no
rim de mulheres em risco (cicatrizes sdo mais comuns em mulheres que desenvolveram hipertensdo na gestacao),
Estas avaliacdes ndo interferirdo nas suas avaliagdes e cuidados rotineiros,

O material biolégico da pesquisa serd coletado e congelado até a andlise pelos colaboradores do Laboratério de
Nefrologia da PUCRS, Os resultados serdo publicados em revistas de circulagdo no meio médico e em
congressos,

Para que os estudos possam ser realizados, € necessdrio que vocé faga a op¢ao autorizando ou ndo a coleta dos
diferentes materiais ou realiza¢fio dos exames:

Acompanhamento ambulatorial: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),
Urina: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),

Placenta: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),

Sangue: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),

Sangue do Corddo Umbilical: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),
Ecografia dos vasos: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),

Andlise genética: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),
Cintilografia renal: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),
Sensibilidade Gustativa ao Sal: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO),

*OBS,: Nem todos os testes acima serdo necessariamente realizados,

CONFIDENCIALIDADE: Os registros serdo mantidos em segredo,

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

Se houver possibilidade de fazermos novas andlises com o material coletado, serd novamente solicitada a
aprovagio das Comissdes de Etica em Pesquisa para realizar a avaliagio adicional, Os estudos sdo desenvolvidos
de forma andnima, Os resultados da pesquisa estardo disponiveis a vocé em qualquer momento por qualquer
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motivo, Questionamos se vocé gostaria de ser comunicada sobre o resultado do estudo, E necessdrio que vocé
faca a opgio escrevendo SIM ou NAO: QUERO SABER DO RESULTADO DA PESQUISA,
RISCOS E BENEFICIOS: Os riscos ou desconfortos dessa pesquisa sdo considerados minimos, Este estudo néo
lhe trard nenhum tipo de discriminac¢do individual ou coletiva, A presente pesquisa se propde a colaborar com o
conhecimento sobre a gestacdo e suas doengas relacionadas com o controle da pressdo arterial, ndo trazendo
beneficios diretos para as pacientes participantes,

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

Eu, fui informada pelo(a)

dos objetivos e justificativas dessa pesquisa de
forma bem clara e detalhada, Recebi informacgdes sobre cada passo que estarei envolvida, Todas as minhas
davidas foram respondidas com clareza, e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento,
Estou ciente que as informagdes por mim fornecidas serdo mantidas em segredo e usadas somente conforme
op¢do acima, Fui informada que se existirem danos a minha satide, causados diretamente pela pesquisa, terei
direito a tratamento médico e indenizacio, conforme estabelece a lei, Também sei que ndo terei nenhum custo
que seja relacionado a pesquisa,

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

Esta pesquisa tem aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS, Sob as condi¢des acima mencionadas,
concordo em participar do presente estudo, Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, aprovando-o e assinando-o ap6s 1€-lo com todo o cuidado possivel,

Porto Alegre, de de

Paciente ou Responsavellnvestigador
CICI/CRM
*EQUIPE PARTICIPANTE: Adriani Galdo, Antonella Conte, Bartira Costa, Carlos Eduardo Poli de Figueiredo,
Daniele Escouto, Domingos d’ Avila, Floréncia Barreiro, Giovana Maffazioli, Giovani Gadonski, lara Fagundes,
Tona Conceicgdo, Ivan Antonello, Jodo Schambeck, Jodo Steibel, Mateus Alexandretti, Mariana Ambros, Marta
Hentschke, Fabio Asquidamini, Alexandre Agra, Douglas Freitas, Gustavo Bordin,



ANEXO 2

PROTOCOLO DE COLETA PADRONIZADO— LINHA DE PESQUISA HIPERTENSAO NA GESTACAO



1 |IDENTIFICACAO ANAMNESE 1

2 | Nome: Data da udltima menstruacdo: Certeza: Sim Nao 2

3 | Endereco: Idade gestacional: DUM= ECO= 3

4 |Cidade: N° de gestagdes: 4

5 |Fone: N° de partos: 5

6 |Data da avaliacdo: N° de abortos: Provocados Espontaneos 6

7 | Registro HSL: HISTORIA MEDICA PREGRESSA 7

8 |N°do Lab: Infeccdo urindria: Nao Sim: Infancia Fase adulta 8

9 |Raga: branca mista negra HAS: Nao Sim: Idade ou IG no diagndstico: 9

10 | Data de nascimento: PE prévia: Nao Sim 10
11 | Idade: DM: Nao Sim 11
12 | HISTORIA FAMILIAR Outras doengas: 12
13 |HAS: Niao Sim : Parentesco: Drogas em uso: 13
14 | EXAME LABORATORIAL EXAMES FISICO 14
15 | Data: Data: 15
16 |IG: semanas dias 1G: semanas dias 16
17 | Hematdcrito: % PAS: mmHg 17
18 | Hemoglobina: g/dL. PAD: mmHg 18
10 | Plaquetas: mil Peso: kg 10
21 | Leucdcitos totais: ulL Altura: cm 21
22 | Neutrdfilos: % ulL DADOS DO PARTO 22
23 | Linfdcitos: % ulL Data: 23
24 | Mondcitos: % ulL Hora: 24
25 | Eosindfilos: % ul Tipo de parto: Normal Cesério Por que? 25
26 | Basofilos: % ul DADOS DO RECEM-NASCIDO 26
27 | Creatinina: mg/100mL Sexo: Masculino Feminino 27
28 | Acido trico: mg/dL Apgar:1° min 5° min 28
29 | Proteintria de amostra: mg/dL 1GO: semanas 29
30 | Creatinintria de amostra: mg/dL Classificacdo: AIG GIG PIG 30
31 | Proteintria de 24h: mg/24h Peso: g 31
32 | Relagdo prot/creat: Peso da placenta: g 32
33 | Glicemia de jejum: mg/dL CLASSIFICACAO DA GESTANTE 33
34 Exame qualitativo de urina: pH= dens= prot= + | Controle Hipertensa gestgcional Hipertensa cronica Pré-eclampsia 34

hem= + leuc= p/c hem= p/c Céls= p/c |pura sobreposta Eclampsia HELLP
35 | Outros: Observagao: 35
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Total Th1/Th2 cytokine profile from peripheral blood lymphocytes in normal pregnancy and
pre-eclampsia syndrome.
Abstract:

Pre-eclampsia syndrome (PES) is a hypertensive disorder of the second half of
pregnancy. The clinical signs are part of a severe systemic inflammatory response that
includes leukocyte activation. Th1/Th2 cytokine imbalance towards a dominant Thl profile
has been described as a marker of the systemic inflammatory response in PES. The present
study investigated the changes of total Th1/Th2 cytokines in CD3+ cells and peripheral blood
lymphocytes distribution in women with pre-eclampsia comparing to normotensive
pregnancies. Fifty-one pregnant women were included (PES=26, Controls=25). Total
leukocytes and lymphocytes counts, percentages of CD3+ cells (immunocompetent T-
lymphocytes), INF-y+/CD3+ cells (Thl lymphocytes), IL-4+/CD3+ and IL-10+/CD3+ cells
(Th2 lymphocytes), CD4+/CD8+ cells (T helper/T cytotoxic lymphocytes) and CD26+
(dypeptidil-peptidase IV activity) cells were determined in blood samples by means of 2 color
by flow cytometry analysis. A higher CD4+ lymphocyte subset levels in SPE comparing to
normal pregnancy group (43.615.8 vs 37.615.6%; P<0.001) was detected. All the others
immunological parameters were not different between groups (P>0.05). Actived immune
status due higher Th cells levels is associated with systemic inflammatory response described
in PES women. Th1/Th2 shift in PES was not detected in CD3+ cells, and may be present in

other specific cell types such as in CD4+ and CD3- lymphocytes.

Key words: pregnancy, high-risk; inflammation; cytokine; CD4-Positive T-

Lymphocytes, flow cytometry, interleukins.
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1. Introduction

Pre-eclampsia is a pregnancy specific disorder occurring in 5% to 10% of all
pregnancies and represents a leading cause of maternal and fetal morbidity. According to
World Health Organization (WHO), in Latin America 25.7% maternal deaths are due to the
hypertensive disorders of pregnancy (Khan et al, 2006). The maternal syndrome is clinically
determined by hypertension (>140 mm Hg systolic or >90 mmHg diastolic) and proteinuria
after the 20th gestational week (Gifford et al, 2000). Nulliparity, preexisting hypertension,
increased maternal weight and previous pre-eclampsia are risk factors for the development of
pre-eclampsia (Odegard et al, 2000); previous abortions and long periods of semen exposure

from the same partner decrease the risk of pre-eclampsia (Robbilard et al, 1994).

Several hypotheses have been suggested trying to explain pre-eclampsia. Abnormal
cytotrophoblast invasion of spiral arterioles, reduced uteroplacental perfusion, placental
ischemia and endothelium dysfunction have been proposed (Granger et al, 2001). Fifty year
ago, reproductive immunologists adopted the term “fetal allograft” to describe pregnancy
immunological status (Medawar, 1953). The involvement of the maternal immune system in
PES has also been proposed. According to Redman & Sargent (2003), inflammatory products
from hypoxic pre-eclamptic placentas released in the maternal circulation are associated with
an excessive inflammatory response involving both innate and adaptative immune reactions.
This hypothesis is supported by features such leukocytes and coagulation activation, and an
inflammatory cytokine profile (Borzychowski et al, 2006). The most interesting is that normal
pregnancy already evokes activation of innate immune response (Sacks & Redman, 1999;

Naccasha et al, 2001; Redman & Sargent, 2004).

Cytokines responses are generally classified as Thl, in which cells synthesize
interleukin IL-2, interferon IFN-y and tumor necrosis factor TNF-o and induce cellular

immunity, or Th2 response, associated with synthesis of IL-4, IL-5 and IL-10, and induction



102

of antibody production (Mosmann & Sad, 1996). It has been proposed that successful
pregnancy represents a maternal tolerant state due to an immune bias toward Th2 immunity
(Wegman et al, 1993). On the other hand, immune imbalance in Th1/Th2 ratio with Thl
cytokine profile dominance may contribute to the development of the pre-eclampsia syndrome

(Saito et al, 1999; Dong & Wang, 2005; Darmochwal-Kolaraz et al,1999).

Since recent reports have shown that pregnancy complications can also be associated
with decreased Th1/Th2 balance (Zenclussen et al, 2002; Chaouat et al, 2002) or even Thl
and Th2 type cytokine overproduction (Hayakawa et al, 2000), the aim of this study was to
revised this controversial issue in pre-eclampsia at a single cell level using flow cytometry for
intracytoplasmatic cytokine measurements. We also examined for quantitative changes in
peripheral blood leukocytes and CD3+ (immunocompetent T-lymphocytes), CD4+ (T-helper
cells) and CD8+ (T-cytotoxic cells) distribution in order to evaluate immunological and
hematological parameters that could distinguish pre-eclampsia syndrome from normal
pregnancy. Finally, we quantify and compare between the groups the number of immune cells
with dypeptidil-peptidase IV activity (CD26+) used as marker of Thl activity (Willheim et al,

1997).

2. Patients and Methods
2.1 - Subjects

A transversal study including patients assisted at the Obstetrics Department of
Hospital Sao Lucas, PUCRS, Brazil, from September 2006 until October 2007 was
conducted. For the purpose of the analysis, the patients were classified in Normal Pregnancy
(NP: n=25) and Pre-Eclampsia Syndrome (PES: n=26). Normal pregnancy was defined as
normotensive women, with negative dipstick test for urinary protein and pregnancy not

complicated by fetal growth retardation or other maternal obstetric problems. Pre-eclampsia
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syndrome was diagnosed in pregnant with hypertension (>140 mmHg or >90mm Hg) and
proteinuria (>300 mg/24h) developed after the 20th gestational week. Urinary protein
excretion was estimated either in a 24-hour urine collection, or as urine protein/creatinine

ratio in a random sample. None had history of diabetes or autoimmune disease.

Blood pressure measurements were performed in the seated position, after a 20-minute
rest, with the patient’s arm at the level of the heart using a mercury sphygmomanometer and

an appropriate cuff size adjusted to the arm circumference.

The University and Hospital Scientific and Ethics Committees approved this study. All

patients signed informed consent.

2.2 - Flow cytometry analysis
2.2.1 - Intracytoplasmatic cytokines

Percentages of Thl and Th2 cells and Th1/Th2 ratio were determined by flow
cytometry. Approximately 10 ml of maternal blood was obtained in vacutainer tubes
containing ethylenodiaminetretracetic acid. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
isolated by Ficoll-Hypaque gradient centrifugation. PBMC were suspended at 2X10° cells/ml
in RPMI 1640 medium (LGC Biotec,BR-30011.0), placed in flat-bottomed 24-well plates
(TPP: 92024), and were stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and
ionomycin in the presence of Golgi blocker monensin. After 5 hours of incubation at 37°C in
a humidified atmosphere with 5% CO; (Sanyo CO,; incubator), the PBMC were resuspended
in RPMI-1640, fixed and incubate for 10 minutes with a solution contained paraformaldehyde
and washed twice with phosphate-buffered saline (PBS). After fixation, the cells were
incubated for 20 minutes at dark with surface marker CD3 coupled with fluorescein
isothiocyanate (FITC) (BD-Pharmingen ™ catalog number 555332). Permeabilizing solution

was added, and the cells were washed and resuspended. The cells were stained for 20 minutes
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at dark with phycoerythrin (PE)-labelled anti-human monoclonal antibodies specific for
cytokines: anti-INF-g PE (IQProducts, code IQP-160R), anti IL-10 PE (IQProducts, code
IQP-165R) and anti IL-4 PE (IQProducts, code IQP 162R) according to the suppliers
instructions (Cytodetect kit™, IQProducts, code 366). Fluorochrome-conjugated, isotype
matched IgG1 and IgG2 for PE and FITC fluorocromes (Simultest™ Control Y,/y»,.BD-
Pharmingen, catalog number: 340041) were used as controls to detect non-specific binding.
Data from 20,000 cells were acquired in the list mode in flow cytometer (FACSCalibur) and
analyzed with software WinMdi 2.8. Lymphocytes were distinguished by forward and side
scatter characteristics and gated on these physical characteristics (Figure 1la). Gate
lymphocytes were analyzed for surface markers and intracellular cytokines (Figure 1 b, ¢ and
d). Double positively labeled populations were determined by quadrant gate which were set to

include < 1% of the negative control (Figure le).

2.2.2 - Lymphocytes subsets

One or two-color immunofluorescence staining was performed in whole blood with
the use of following antibodies: anti-CD3 (BD-Pharmingen™ catalog number 555332, Figure
2b), anti-CD4/CD8 (against helper/inducer and supressor/cytotoxic lymphocytes) (FK-
Biotecnologia, catalog number FP306, Figure 2c¢), anti-CD26 (BD-Pharmingen™ catalog
number, 340423, Figure 2d). Whole blood aliquots were incubated and labeled with FITC
and/or PE fluorescences. Cell suspensions were lysate (FACS Lysing Solution- BD
Pharmingen™, catalog number: 349200) and washed. Data from 20.000 events were acquired
on FACSCalibur cytometer (Becton-Dickinson, San Jose,USA) in list mode and analyzed
with WinMdi 2.8 software. For background control IgG1 FITC and IgG2a PE were used

(Figure 2e).
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2.3 - Statistical analysis

Continuous data were presented as mean and standard deviation and compared
between groups using Student’s t test. Asymmetric data were described using median and
minimum and maximum values and compared using Mann-Whitney U test. Categorical data
were summarized with count and percentages with statistical significance assessed via chi-
square test or Fisher’s exact test. Significance level was set to a=0,05. Data were analyzed

using SPSS version 12.

3. Results
Patients were similar regarding age, gestational age at sample collection, laboratorial

parameters and maternal obstetric history as shown in Table 1.

Considering the lymphocytes subsets distribution, the lymphocytosis in PES group
was due the Th CD4+ cells (P<0.001). The higher frequency of CD4+ cells in PES group also
elevates the CD4/CDS8 ratio (P=0.04). Within the mononuclear populations, the percentage of

Th1 and Th2 cells did not differ between the groups (P>0.05).

4. Discussion
The present study showed that the percentage of CD4+ cells is increased in pre-
eclampsia syndrome in comparison to normal pregnancy, and no difference in the expression

of total Th1 and Th2 cytokines or Th1/Th2 ratio using flow cytometry analysis.

3

In 1993, Tom Wegmann created the “immunothropic hypothesis” which postulated
that cytokines secreted by maternal TCD4" lymphocytes is strongly shifted toward Th2
profile (IL-4, IL-6, IL-10) during pregnancy, while Th1 activity (INF-y, TNF-a, IL-2) would

be incompatible with a successful pregnancy (Raghupaty, 1997). This hypothesis is supported
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by the clinical observation that pregnancy in humans is accompanied by exacerbation of lupus
erythematosus (Th2 disease) and remission of rheumatoid arthritis (Th1 dependent disease)

(Del Prete et al, 1994).

Pre-eclampsia syndrome is a serious disease of the second half of human pregnancy
characterized by systemic maternal disturbances and classical clinical signs hypertension and
proteinuria. Some investigators have described pre-eclampsia as an enhanced systemic
inflammatory condition in comparison to normal pregnancy (Redman & Sargent, 2003; Sacks
et al, 1998; Redman & Sargent, 2004; Dekker & Sibai, 1998; Redman et al, 1999) and Thl
dominant cytokine profile has been pointed as a reaction of the adaptative immune system in
pre-eclampsia (Saito et al, 1999; Dong et al, 2005; Darmochwal-Kolaraz et al, 1999; Arriaga-
Pizano et al, 2005). Considering that Th1 and Th2 cytokines are not only produced by CD4" T
helper cells, but also by CD8* Tc (Cerwenka et al, 1998) and NK T cells (Shi et al, 2007) both
CD3" cells, we evaluate if total Th1/Th2 cytokine ratio in blood lymphocytes could be equally
higher in pre-eclampsia. Also, we look for differences in the number of effectors blood

lymphocytes subtypes in normal pregnancy and in pre-eclampsia.

No differences in Th1/Th2 cytokines expression was observed between normal and
pre-eclamptic pregnancies in the present study, even employing flow cytometry, a technique
that evaluates the contribution of cytokine expression in a particular cell type. This surprising
result was inconsistent with previous reports on Th1/Th2 immunity in pre-eclampsia. Such
apparent conflicting results could be related to differences caused by different technical
conditions used to quantify cytokines, such as ELISA employed for plasmatic or supernatant
from PBMC cytokine detection (Holmes et al, 2003) and immunohistochemistry (Hennessy et
al, 1999). Taking in account the lymphocytes subset able to demonstrate Th1 and Th2 profile,
the flow cytometry studies for prevalent Thl immunity detection in pre-eclampsia usually

considers CD4"CD3*lymphocytes. There are few studies evaluating others sources of
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cytokine expression within CD3"CD8" (Tc cells) T cells and all CD3" lymphocytes in this
disease. Recently, Shi et al (2007) did not observe differences in percentages of INFy and IL-
4 expression in CD3" lymphocytes comparing to non-pregnant and early-pregnant women.
Darmochwal-Kolaraz et al (2002) did not found differences in INFy expression in T CD4" and
T CD8" lymphocytes from women with pre-eclampsia comparing to normal pregnant, but a
strong NK cell contribution for secretion of this cytokine especially by lymphocytes from pre-
eclampsia group. Borzychowski et al (2005) did not observed changes in Tc1/Tc2 and in
Th1/Th2 cell ratios comparing lymphocytes from non-pregnant, normal pregnant and pre-
eclampsia women. However, the same investigators observed a higher “in vitro” IFNy
expression in non stimulated NK (CD3'CD56") and NKT cells (CD3*CD56") from pre-
eclamptic women which suggest that dominant Thl cytokine profile in pre-eclampsia might
be predominantly by cells belonging to the innate system (NK cells), instead of the adaptative
system (T helper cells, specially). Additionally, a higher percentage of NK and NKT was
present in peripheral blood of early pregnant women compared to non-pregnant women
suggesting the probably immunomodulator effect in pregnancy (Shi et al, 2007). NK cells are
important IFNY producers and were not evaluated in this study, perhaps explaining the lack of
differences regarding Thl immunity between the groups. Even enhanced INFy expression
described in NKT cells (CD3"56") from pre-eclamptic patients (Borzychowski et al, 2005)
was not evident in the CD3" fraction evaluated in this series, perhaps due its low frequency in

peripheral blood.

Up regulation of dypeptidil-peptidase IV activity (CD26%) have been demonstrated to
define a Th1 phenotype among T lymphocytes with enhanced INFy production (Willheim et
al, 1997). No differences in percentage of CD26" mononuclear cells were observed between
groups, in agreement with the similar Th1/Th2 cytokines profile. According to our results,

total Th1/Th2 cytokine profile and CD26" expression in mononuclear cells are not related
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with systemic inflammatory response described in pre-eclampsia. Sehmsdorf et al (2004)
associated the higher percentage of decidual CD26" and Th1 lymphocytes from women with
spontaneous miscarriages, a condition related with similar immunological aspects to pre-
eclampsia. However, the same association was not evident in peripheral blood, even
considering CD3"/CD26", CD4"/CD26" and CD8"/CD26" subsets. Taken together, it is
possible that CD26 and Th1 cytokine expression in placental lymphocytes could be related to
local, and not systemic inflammation in pre-eclampsia. Further studies may confirm this

hypothesis.

Despite similar total Th1/Th2 cytokines pattern demonstrate in our patients, CD4"
blood cells were increased in pre-eclampsia. This is in agreement with Dimitrakova-
Dzhambazova et al (2005) suggesting the CD4" association in exacerbated systemic
inflammatory response observed in pre-eclampsia. As our study evaluate cytokine expression
in total lymphocyte population, it is possible that CD4" subset may show a different cytokine

pattern.

In conclusion, total Th1/Th2 cytokines profiles do not allow to differentiate the
immunological status between pre-eclampsia and normal pregnancies. The analysis of the
specific cell types for cytokine expression seems to be a more elucidative tool to evaluate of
Th1 and Th2 cells participation in the immunology of pre-eclampsia. The elevated percentage
of blood CD4+ cells in pregnancies complicated by pre-eclampsia support exacerbated
systemic inflammatory response in pre-eclampsia. Analysis of CD3" lymphocytes, such as NK
and dendritic cells and considering others cytokines with central regulatory effects (IL-12 and
IL-18), also should be considered during inflammation of pre-eclampsia and normal

pregnancy.
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Figure 1: FACS analysis of peripheral blood lymphocytes were double stained with

fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated CD3 and phycoerythrin (PE)-conjugated

interleukin monoclonal antibodies (IFN-y, figure 1b; IL-10, figure 1c; and IL-4 figure 1d). A

gate was set on the lymphocytes region by characteristics forward and side scatter parameters

(figure la) and FITC and PE fluorocrome data were analyzed. Isotypic control conjugated

IgG1 and IgGG2a were used as control (figure 1e).
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Figure 2: FACS analysis of CD3, CD4/CD8 and CD26 labeled cells. Peripheral blood

lymphocytes stained with fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated CD3 (figure 2b) and

CD4 (figure 2c, low right) monoclonal antibodies and phycoerythrin (PE)-conjugated CDS8

(figure 2c, upper left) and CD26 (figure 2d) monoclonal antibodies. A gate was set on the

lymphocyte by characteristics forward and side scatter parameters (figure 2a) and FITC and

PE fluorocrome data were analyzed. Isotypic control conjugated IgG1 and IgG2a were used

as control (figure 2e).



116

Table 1: Demographical and laboratorial characteristics of normal pregnancy and pre-

eclampsia syndrome groups.

Normal Pre-eclampsia
P
pregnancy (n=25) syndrome (n=26)
Maternal age (y) 25.6+6.8 26.14+6.5 0.749°
Blood pressure measure Systolic 116.3+10.8 149.94+16.2 <0.001°
(mmHg) Diastolic | 74.2+10.2 96.5+17.6 <0.001*
Height (cm) 160.8+6.6 160.6+6.5 0.895*
Weight (kg) 70.6+9.2 84.9+20.3 0.002*
BMI (kg/height?) 27.743.0 32.9+7.8 0.003"
P/C ratio nd 0.4 (0.3-4.1)
Proteinuria (mg/24 horas) nd 404 (139-4420)
Creatinine (mg/dl) nd 0.84+0.1
Uric acid (mg/dl) nd 50+14
Gravity 2(1to8) 2(1to7) 0.383°
Maternal Obstetric History
Abortion | 0(0to 3) 0(0to3) 0.504°
n (min to max)
Parity 0 (0 to 4) 1 (0to5) 0.356"
Gestational age at sample collect (wk) 32.5+7.1 33.8+3.8 0.444*
Gestational age at term (wk) 39.4+1.5 35.4+4.0 <0.001?
Caesarian
7 (28) 20 (77) 0.023"
n (%)
Fetal
Perinatal data 3519+472 2646+906 <0.001*
weight (g)
Placental
682+158 619+212 0.336"

weight (g)
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Data were presented as meantSD or median (minimum to maximum) or counts

(percentages). * : Student t test; b, Mann-Whitney U test; nd= not determinate.
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Table 2: White cell counts, lymphocytes distribution and intracytoplasmatic cytokine

expression in studied groups.

Normal pregnancy

Pre-eclampsia

syndrome p
(n=25)
(n=26)
Whole white cell counts (X103/ul) 10.2+2.4 10.5+2.4 0.758*
Granulocytes 7.782.4 7.7£1.9 0916
Lymphocytes 1.8+0.8 2.1+0.5 0.174°
Monocytes 0.610.2 0.840.3 0.104°
CD3+ (%) 75.1£7.9 74.3£10.4 0.765*
CD4+ (%) 37.715.6 43.615.8 0.002°
CD8+ (%) 26.9+7.3 23.745.8 0.148°
CD4/CDS8 1.510.6 2.010.5 0.017%
CD26+ (%) 52.5+8.7 49.51+6.9 0.336"
IFNg/CD3+ (%) 13.5 (3.6-31.3) 11.7 (6.9-29.4) | 0.855°
IL-4/CD3+ (%) 1.9 (1.1-2.9) 1.9 (0.7-4.2) 0.687"
IL-10/CD3+ (%) 2.8 (1.5-4.4) 3.1 (1.2-7.3) 0.259°
IFNg/IL-4 (%) 11.1 (2.8-18.9) 5.4 (1.6-31.0) 0.400°
IFNg/IL-10 (%) 4.3 (1.7-13.8) 3.3(0.9-23.9) 0.569°

Data were presented as mean+SD. *: Student t test; : Mann-Whitney U test.



