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RESUMO

A evolugéo da gestacdo, 0 nascimento do concepto e a producéo de leite para
alimenta-lo constituem uma sequéncia natural e bem planejada para acolher um novo
ser. O sistema imune materno estd em intimo contato com o feto, que pode ser
comparado a um aloenxerto, pois possui 50% de material genético paterno. Em 1953,
0 cientista e prémio Nobel Peter Medawar foi o primeiro a formular o conceito de
que o embrido/feto representa um transplante para o sistema imune materno, estando

vulneravel & rejeicdo ou tolerdncia imunoldgica. Portanto, como o feto ndo é

D~

rejeitado pela mée? A interacdo imunoldgica que ocorre ao longo da gestacéo
mantida até o periodo de amamentacdo. Neste trabalho, avaliamos alguns
componentes do sistema imune que variam durante a gestacdo, nos focando nos
mecanismos que regulam o desenvolvimento da pré-eclampsia (PE). Investigamos o
papel da expressdo protéica e de polimorfismos nos genes da molécula
imunomodulatéria HLA-G em gestantes, assim como o balango no perfil de ativacéo
celular na gestacdo de sucesso ou complicada por PE. Ainda, discutimos o papel
imunossupressor da subpopulacéo de celulas T regulatdrias, bem como a frequéncia
de células “natural killer” (NK) na imunorregulagdo da gestacdo e desenvolvimento
da PE. Analisamos também como o perfil de proliferacdo celular e resisténcia a
glicocorticdides varia em gestantes com ou sem PE. Observamos que as variantes
alélicas de HLA-G avaliadas neste estudo, ndo estdo relacionadas ao
desenvolvimento da pré-eclampsia. Porém, gestantes com PE apresentam perfil de
resisténcia a acdo de glicocorticdides e frequéncias de expressdo de superficie de
HLA-G reduzidas, além de um perfil de proliferacdo basal elevado em relacéo a

gestantes sem complicagBes gestacionais.



INTRODUCAO

O sistema imunoldgico desempenha um importante papel protetor ao nosso
organismo. E por meio dele que distinguimos o préprio e o ndo-proprio e nos
defendemos de inimeros patdgenos. Dependendo da sintese de citocinas disparada
fisiologicamente ou pelo desafio antigénico, o perfil de citocinas produzido pelas
células TCD4+ auxiliares encontradas no organismo pode ser principalmente do tipo
T helper 1 (Thl) ou T helper 2 (Th2). Em principio, a populagéo de linfocitos Thl
estimula tanto a resposta celular quanto a humoral, devido as citocinas liberadas por
esse tipo de célula, como IFN-y e IL-2, que agem favorecendo as fungdes celulares
como a proliferacdo celular, fagocitose e citotoxicidade. Ainda, as células Thl
regulam a resposta Th2. Os linfocitos Th2, por sua vez, estdo mais envolvidos na
ativacdo de resposta humoral, ja que sua populacdo celular secreta citocinas como
IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, além de regular a resposta Th1l (Abbas e Lichtman, 2005).
Dois outros tipos celulares estdo ativamente envolvidos na regulacdo das respostas
imunes: as células Thl7 e células T regulatérias (Treg). A subpopulacdo Thl7
secreta citocinas como IL-17, IL-22 e TNF-o com agdo pro-inflamatéria, agindo na
defesa do hospedeiro contra bactérias extracelulares, no recrutamento de neutréfilos
e desempenhando papel fundamental na patogénese das doengas autoimunes (Lafdil,
Miller et al., 2010). J& as células Treg agem na producdo de citocinas
imunossupressoras, como a IL-10 e o TGF-f (Sakaguchi, Wing, Miyara, 2007). As
células T regulatorias sdo hoje consideradas como os principais mediadores da
tolerancia periférica (Vignali, Collison, Workman, 2008). Em humanos, IL-10 é uma
citocina chave na desativacdo das fungdes efetoras de macrdéfagos e sua producéo
ndo € restrita aos tipos celulares Th2 ou Thl, exercendo uma atividade
imunorregulatéria juntamente com TGF-B. (Sornasse, Larenas et al., 1996; Aoki,
Borchers et al., 2005). As subpopulagbes Thl e Th2 se regulam mutuamente, sendo
que a producdo de IL-10 inibe o desenvolvimento e atividade das células Thi,
enquanto estas sdo capazes de inibir o desenvolvimento de subpopulagdes Th2 a
partir da producéo de IFN-y (Gajewski e Fitch, 1988; Morel e Oriss, 1998). Este
controle matuo é de importancia crucial para o estabelecimento, manutencdo e
regulagdo das respostas imunes. O balango do perfil Th1/Th2 esta relacionado com

inimeros processos patologicos e naturais, como as doengas autoimunes (Liblau,



Singer et al., 1995; Sospedra e Martin, 2005) e a gestagdo (Piccinni, Beloni et al.,
1998; Wilczyn’ski, 2005).

IMUNORREGULACAO DA GESTACAO

Durante o periodo gestacional, o corpo da mulher sofre inUmeras alteragdes

fisicas, enddcrinas, psicoldgicas, além de imunoldgicas, focando o processo de
aceitacdo e desenvolvimento do feto semi-alogénico. Isso porque o material genético
fetal é oriundo 50% do pai e 50% da mée, o que confere ao embrido/feto
propriedades alogénicas semelhantes a de um enxerto. Como 0 nosso sistema imune
é capaz de reconhecer o ndo-proprio induzindo uma resposta contra esse imundgeno
no intuito de elimina-lo, para que o organismo da mée néo rejeite o feto, a presenca
de um ambiente imunologicamente tolerante é um fator imprescindivel. O primeiro
estudo a propor a possibilidade de um ambiente fetal imunologicamente tolerante
data de 1953, quando Peter Medawar — prémio Nobel de fisiologia/medicina em
1960 - formulou uma teoria a partir de trés observagdes: (1) a separacgdo fisica
existente entre tecidos maternos e fetais; (2) a imaturidade antigénica do sistema
imune fetal e (3) a “preguica” imunoldgica do sistema imune materno (Medawar,
1953). Adicionalmente a essa condicdo semi-alogénica fetal, no inicio da gravidez ha
a ocorréncia de uma intensa proliferagdo celular — desenvolvimento do concepto e
placentacdo —, assemelhando-se a uma situagdo tumoral. Contudo, o organismo
materno normalmente ndo desencadeia uma resposta imune a fim de bloquear essa
proliferacdo, como seria verificado em situagdes patoldgicas (tumorais). Assim, uma
vez que mée e embrido/feto sdo dois seres geneticamente diferentes — cada um
possuindo seu proprio sistema de defesa e material genético particular — e que estdo
em intimo contato, muitos mecanismos materno-fetais sdo necessarios para a
realizacdo desta imunomodulagéo. Dentre esses fatores estdo a influéncia hormonal
sobre o sistema imune da mée (Piccinni, Giudizi et al., 1995; Probhala e Wira, 1995;
Szekeres-Bartho, Faust et al., 1996; Szekeres-Bartho, Halasz, Palkovics, 2009), a
mudanca no perfil de producédo de citocinas para o tipo Th2 (Lin, Mosmann et al.,
1993; Marzi, Vigano et al., 1996; Wilczyn“ski, 2005), o papel das células dendriticas
sobre a remodelacdo da decidua (Pollard, 2008), a importante presenca de células T
regulatérias (Aluvihare, Kallikourdis, Betz, 2004; Saito, Sasaki, Sakai, 2005), a
deplecgdo local de triptofano inibindo a proliferacdo de células T (Munn, Zhou et al.,

1998), a expressdo do fator inibitorio de leucemia (“Leukemia Inhibitory Factor” -
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LIF) (Piccinni, Beloni et al., 1998), além da determinante agdo imunossupressora da
molécula HLA-G (Hunt, Petroff et al., 2005; Hviid, 2006). Qualquer alteracdo nos
fatores necessarios para a imunomodulacéo na gestacédo (citados anteriormente) pode
levar a um desequilibrio na homeostase imunoldgica, acarretando, muitas vezes, o
insucesso gestacional através da rejei¢do do concepto.

O aborto espontaneo — perda de uma gravidez sem intervencdo externa antes
da 202 semana — afeta de 15 a 20% das gestacOes reconhecidas (Griebel, Halvorsen et
al., 2005), ocorrendo, em sua maioria (50 a 60%), no primeiro més gestacional
(Bulletti, Flamigni, Giacomucci, 1996). Wicox e colaboradores verificaram que a
taxa de perda espontanea do feto aumenta para 31% quando se analisa as
concentragdes urinarias de gonadotrofina coridnica humana (“human Chorionic
Gonadotropin” - hCG), a partir de um estudo acompanhando mulheres que tinham a
intengdo de engravidar (Wilcox, Weinberg et al., 1988). Entdo, mesmo que o aborto
espontaneo esteja presente reconhecidamente em 15-31% das gestacOes, a taxa, na
realidade, pode ser elevada chegando a 60-78%, quando se considera os abortos que
ocorrem no primeiro més de concepgdo, ja que, muitas vezes, had falta de
conhecimento da gestacdo em  mulheres nesse periodo  (Bulletti,
Flamigni, Giacomucci, 1996). Uma das principais causas de perda fetal durante a
gestacdo é a malformagdo congénita - defeito na formacao/estrutura de algum 6rgéo
ou de um conjunto de 6rgédos do feto levando a uma anomalia morfoldgica estrutural
de um 6rgdo ou de todo o organismo, causada por fatores genéticos, ambientais ou
mistos (Opas, 1984). Aproximadamente 60-70% da ocorréncia de abortos
esponténeos € devida a anomalias cromossomicas (Philipp T, Philipp K et al., 2003).
Outras importantes causas de abortos além das malformacbes congénitas sdo as
infeccOes (ex: toxoplasmose), doencas autoimunes, doencas gestacionais — pré-
eclampsia, diabetes gestacional — e doencgas cardiacas congénitas (Trogstad, Magnus
et al., 2008; Gill, O'brien et al., 2009; Rahangdale, 2009; Sperber, Hom et al., 2009).
Por mais que existam muitas disfungdes que levam a perda do embrido/feto, ainda
cerca de 30-50% dos abortos decorrem de causa desconhecida (Bulletti,
Flamigni, Giacomucci et al., 1996). A pré-eclampsia, patologia gestacional que afeta
somente humanos, é uma das disfuncdes gestacionais mais frequientes (acometendo
3-5% das gestagbes) e que pode levar ao 6bito tanto da mée quanto do filho. E uma
doenga multisistémica, caracterizada clinicamente por alta pressdo arterial e

proteindria durante a gravidez (manifestagbes maternas) e/ou restricdo do
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crescimento fetal, reducdo do liquido amnidtico e oxigenagdo anormal (sindrome
fetal). Porém, ainda ndo se conhece claramente todos os fatores que podem levar a
essa disfuncéo (Robillard, 2002; Dekker e Robillard, 2007). Devido a esses motivos,
é uma doenca que tem atraido interesse dos pesquisadores da area de reproducéo ha
muito tempo.

Tém-se visto na literatura, muitos estudos abordando o0s aspectos
imunolégicos envolvidos na gestacdo, a fim de se buscar uma melhor compreensdo
dos processos que levam a uma gestagcdo bem-sucedida ou ao aparecimento de
disfuncbes da gravidez — como a pré-eclampsia — relacionadas ao sistema imune
(Aagaard-Tillery, Silver, Dalton, 2006; Trowsdale e Betz, 2006; Guleria e Sayegh,
2007; Moffett e Hiby, 2007; Sarafana, Coelho et al., 2007). Nesses processos
imunolégicos que ocorrem durante o periodo gestacional, muitas sdo as células,
moléculas e mecanismos imunomoduladores envolvidos na formagdo de uma extensa

e complexa rede de interacGes imunoldgicas.

MOLECULA HLA-G
O antigeno leucocitario humano G (HLA-G, do inglés “Human leukocyte

antigen G”) € uma molécula HLA de classe | ndo classica, que foi descoberta ha 20
anos, quando verificou-se sua presenga na placenta. A partir dai, inUmeros estudos
comecaram a ser realizados para entender o seu papel e conhecer melhor sua
distribuicdo tecidual, seu gene e suas funcGes. Como é expressa principalmente na
interface fisica materno-fetal, viu-se que a molécula HLA-G pode desempenhar um
papel imunomodulador para a manutengdo de um ambiente de tolerancia
imunolégica na regido de contato entre mée e feto. Apesar de haver um ndmero
crescente de publicacBes, ainda ndo ha consenso sobre muitos aspectos dessa
molécula, incluindo a sua distribui¢do nos tecidos e ligacdo aos receptores. O gene de
HLA-G faz parte do complexo de histocompatibilidade principal, sendo um MHC de
classe Ib ndo classico, constituido por 3 dominios associados ndo-covalentemente a
uma cadeia de microglobulina B2. Diferentemente das MHC-I classicas, HLA-G
apresenta baixo polimorfismo, distribuicdo tecidual restrita e apenas 7 isoformas
protéicas (Apps, Gardner, Moffett, 2008). Esta molécula é expressa em altos niveis
na regido materno-fetal, porém apresenta uma expressao protéica tecido-restrita tanto
em tecidos embrionarios, quanto em adultos. Nos tecidos embrionarios, esta presente

no ovo fertilizado, no citotrofoblasto (Kovats, Main et al., 1990) e, durante o
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primeiro trimestre de gestagdo, na membrana amnidtica e nas células endoteliais dos
vasos do corion. Ja nos adultos, sua expressdo é encontrada na cornea (Le
Discorde, Moreau et al., 2003), nos eritroblastos, nos mondcitos do sangue periférico
(Alegre Diaz-Lagares et al., 2007), nas células epiteliais timicas (Crisa, McMaster et
al., 1997) e nos linfécitos T CD4+ e CD8+ (Le Rond, Le Maoult et al., 2004; Feger,
Tolosa et al., 2007). A molécula HLA-G também pode ser encontrada na superficie
de algumas células NK ativadas e de algumas células T efetoras, caracterizando uma
nova via de imunossupressdo da molécula HLA-G. Segundo essa nova via, linfocitos
T e células NK ativados adquirem HLA-G por um mecanismo de transferéncia de
membrana denominado “trogocitose”, tornando-se células com caracteristicas
imunossupressoras (Caumartin, Favier et al., 2007; LeMaoult, Caumartin et al.,
2007). As sete proteinas variantes dessa molécula constituem as isoformas de
membrana G1, G2, G3 e G4, e as isoformas sollveis G5, G6 e G7, todas geradas por
processamento alternativo do transcrito HLA-G (figura 1). Diferentemente dos
outros HLAs, essa molécula possui a capacidade de formar multimeros. Dependendo
do tipo celular e da condigdo fisiologica, diferentes variantes protéicas séo

produzidas, sendo a HLA-G1 de membrana e a HLA-G5 solUvel as mais estudas

Funcoes da molécula HLA-G

A molécula HLA-G, ao contrario das outras moléculas de HLA classe I,
parece ndo desempenhar fungdes imunes estimulatdrias significantes. Além disso,
respostas contra HLA-G alogénico ndo séo encontradas na literatura. Sua fungdo
primordial € de imunossupressdo (tabela 1), influenciando as acgGes de diversas
células do sistema imune (Carosella, HoWangYin et al., 2008). Por sua interacdo
com receptores expressos na superficie de células NK (do inglés “natural killer”),
células T, linfocitos B e células apresentadoras de antigenos (APC), como 0s
receptores de inibigdo ILT-2 (CD85j/LILR B1), ILT-4 (CDS85d/LILRB2) e
KIR2DL4 (CD158d) (Carosella, Moreau et al., 2003), durante a gestacdo, o0 HLA-G
pode, por exemplo, ativar a produgéo de citocinas importantes para o remodelamento
vascular da interface materno-fetal, necessario para suprimento de oxigénio
adequado para o feto (Loke e King, 2000; Moffett-King, 2002; Parham, 2004). Esta
molécula pode, também, inibir as células NK, impedindo sua acdo litica contra as

células trofoblaticas, j& que o trofoblasto, por ndo expressar os MHC-I cléssico,
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HLA-A e HLA-B, seria um potente alvo dessas células efetoras (Ponte, Cantoni et
al., 1999).

Uma vez que se conhece o papel imunomodulador da molécula HLA-G, sua
expressdo tem sido associada a patologias como céancer, por conferir a célula
cancerosa um mecanismo de “escape” da vigilancia do sistema imune (Rouas-Freiss,
Bruel et al., 2005) —, doencas inflamatdrias, como artrite reumatdide e esclerose
maltipla (Veit, Vianna , Chies, 2010), bem como a disturbios gestacionais, como a
pré-eclampsia, na qual a expressdo placentaria de HLA-G e 0s niveis séricos dessa
molécula estdo diminuidos (Colbern, Chiang, Main, 1994; Hara, Fujii et al., 1996;
Lim, Zhou et al., 1997; Yie, Li LH et al., 2004; Hackmon, Koifman et al., 2007).

Gene HLA-G e polimorfismos

O gene HLA-G esta situado na regido do complexo principal de
histocompatibilidade, a qual é composta por um conjunto de genes localizados no
brago curto do cromossomo 6 — regifo 6p21.3 (figura 2). E composto por 8 éxons, 7
introns e uma regido 3’ ndo traduzida (3’UTR) (Van der Ven, Pfeiffer, Skrablin,
2000). Existem apenas 46 alelos descritos para 0 HLA-G, codificando 15 proteinas
diferentes, um nimero extremamente baixo quando comparado aos 1001, 1605 e 690
alelos descritos para os HLAs classicos A, B e C, respectivamente (Nolan, 2010).
Este perfil polimorfico limitado da molécula HLA-G se distribui entre os trés
dominios alfa, contrariamente ao verificado nas moléculas de HLA classicas, em que
eles concentram-se no sitio de ligacdo ao peptideo. Todas as 7 isoformas protéicas
dessa molécula apresentam, pelo menos, o dominio alfa-1, sendo HLA-G1 a variante
protéica mais completa. Para a formacdo das isoformas soliveis G5-G7, durante o
processamento alternativo do RNA mensageiro (mMRNA) do HLA-G, o intron 4 ndo €
eliminado, introduzindo um “stop codon” (c6don de parada), ndo sendo traduzidos,
desta forma, os dominios citoplasmaticos e de membrana (figura 1) (Hviid, 2006). A
regido 3’ ndo traduzida (3’UTR — Untranslated Region), parece desenvolver um
importante papel na expressdo da HLA-G, principalmente através de mecanismos
regulatorios pds- transcricionais. Dentre esses mecanismos destacam-se 0S
microRNAs, uma vez que neste local hd uma regido de 20 nucleotideos que parece
ser um sitio de ligagdo de microRNA, principalmente para 0s miR-148a, miR-148b e
miR-152. Na 3’UTR, ja foram identificados alguns polimorfismos na posi¢do +3142

(rs1063320) como a substituicdo de nucleotideos C/G, que parece influenciar a
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expressdo do mRNA de HLA-G (Veit e Chies, 2009). Testes in vitro e in silica foram
realizados por Tan e colaboradores, mostrando que o alelo G desse polimorfismo
facilita a ligacdo de microRNA, favorecendo a repressdo da expressdo do HLA-G
(Tan, Randall et al., 2007). Ainda na regido 3’ ndo traduzida, no éxon 8 do transcrito
HLA-G, um polimorfismo envolvendo a delecdo/insergdo de 14 pares de bases (bp)
na posicdo +2960 tem despertado interesse de inimeros pesquisadores (figura 3).
Este polimorfismo parece influenciar a expressdo de HLA-G, através de sua aparente
correlacdo com a manutencdo da estabilidade do mRNA dessa molécula (Veit,
Vianna, Chies, 2010). A delecdo dos 14bp esta associada a baixos niveis de mRNA
de HLA-G e, consequentemente, a baixos niveis protéicos de HLA-G (Rebmann, van
der Ven K et al., 2001; Hviid, Hylenius et al., 2003). A relagéo desse polimorfismo
com a manutencdo da gestacdo, com a implantagcdo embrionaria, bem como com a
pré-eclampsia esta intensamente descrita na literatura (Hviid, Hylenius et al., 2002;
Hviid, Hylenius et al., 2004; Hylenius, Andersen et al., 2004; Tripathi, Abbas et al.,
2004; Vianna, Dalmaz et al., 2007).

[e1] e2 | ez | es 15515,;3] €3 | HLA-GI
[E1] E2 | E4 | Esgsl Es | HLA-G2
[e1] e2 lesg’:[ Es | HLA-G3
[E1] €2 T e ] Esgg[ s | HLA-G4
[E] €2 | s | e+ Po{EsFe €2 |mracs
€] e | e p=—{e5F] LA G6
[e1] e2 ]%{ Es | HLA-G?

Figura 1 - Isoformas de HLA-G formadas a partir do processamento alternativo do
mRNA: dependendo do processamento alternativo do mRNA de HLA-G, o cddon de
parada (em vermelho,“stop cddon”) pode ser transcrito ou ndo, permitindo a tradugéo
de um dominio citoplasmético que esté presente nas isoformas de membrana (HLA-
G1-G4) da molécula HLA-G.
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Figura 2 - Os genes do antigeno leucocitario humano (HLA) estdo localizados na
mesma regido, no brago curto do cromossomo 6. (Hviid, 2006).
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o codon 31: ACGTOG (G*0103)
codon 93: CAC/CAT (G*0I10102/0105NAT06)
HLA-G gene codon 107: GGA/GGT (G*010103)
codon 110: CTC/ATC (G*0104)
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sinal dominio (¢ |. dominio (x 2 dominio (¢ 3
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275 1314
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Dominio
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(nt 3741)
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olimorfismo de deleg3o de 14pl

(G*010101, G*010105,
G*010108, G*0104)

Figura 3 - Organizacdo do gene HLA-G. Exons indicados pelas caixas cinzas e 0s
introns pelas brancas. Em vermelho, regido do 3’ndo traduzida (3’UTR) e éxon 8.
Em azul, polimorfismo de delecdo de 14pb do HLA-G. (figura adaptada de Hylenius,
Andersen et al., 2004).
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Tabela 1: Fungdes da molécula HLA-G em relacdo as moléculas efetoras do sistema imune.

cetoras Fungio da HLA-G envonvios
Células NK Inibicdo da fungéo citotdxica ILT2, KIR2DL4
Inibicdo indireta da funcdo citotdxica, por estabilizar as CD94/NKG2A
HLA-E de superficie (interage com HLA-E)
Inibicdo da proliferacdo ILT2
Regulacao positiva da expressao de receptores de inibicéo
Apoptose CD8
Aumento da proliferacdo celular e produgdo de IFN -y KIR2DL4
Aumento da secrecdo de fatores pré-angiogénicos inKtIeF:riEI)iI;: do
Inibicdo da migracdo transendotelial ILT2
Liné(’)[():gi)s T Inibi¢o da funcéo citotoxica
Inibicdo da proliferacdo ILT2
Formacao de células T regulatérias CD8""+
Apoptose CD8
Liné(’)[():id:[i)s T Inibi¢&o da alorreatividade ILT2, ILT4
Inibicdo da proliferacdo ILT2
Regulacdo positiva da expressao de receptores de inibicéo
Formacéo de células T regulatérias, as quais incluem as T
CD4*"+
pos i tatho s i draiin
Inducdo das células T regulatérias
Regulacao positiva da expressao de receptores de inibicéo
CMSPs Secrecdo de citocinas Th2
en%(ztl:e Il?zis Apoptose CD160

Tabela adaptada de Carosella, HoWangYin, et al., 2008.

NK= natural killer; APCs= células apresentadoras de antigenos; CMSPs = células

mononucleares de sangue periférico.
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PRE-ECLAMPSIA

A pré-eclampsia € a principal patologia da reproducdo humana, estando

presente em 3-5% das gestacBes (Dekker e Robillard, 2007) e sendo responsavel pela
maioria das mortes perinatais, nascimentos prematuros e restricdo do crescimento
intrauterino (Sibai, Dekker, Kupferminc, 2005). Apresenta alta taxa de mortalidade
materna, principalmente em paises em desenvolvimento, alcan¢ando indices de até
14%, uma vez que a assisténcia pré-natal e os cuidados terciarios nessas regides sdo
limitados. Por essas razdes, € de grande importancia o conhecimento de sua etiologia
e de sua patofisiologia. O diagnostico é geralmente realizado pela presenca de
hipertensdo associada a proteiniria na mée, contudo, em cerca de 10% a 15% dos
casos ndo ha ou ndo sido detectadas essas caracteristicas. E uma disfungdo que pode
se manifestar tanto na mae, quanto no feto ou até mesmo em ambos. Na sindrome
materna, as principais complicacbes sdo elevacdo da pressdo arterial, proteindria e
edema podendo evoluir para eclampsia, com o aparecimento de convulsdes
(Karumanchi e Lindheimer, 2008). Ja no feto, pode levar a restricdo do crescimento
fetal, reducdo do liquido amniético e oxigenagdo anormal. Sabe-se que a pré-
eclampsia resulta do desequilibrio entre os fatores produzidos pela placenta e a
adaptacdo materna a eles. Sua patofisiologia envolve ativagdo inadequada de células
endoteliais, resposta inflamatoria exacerbada (Sibai Dekker, Kupferminc, 2005) e
invasdo endovascular superficial do citotrofoblasto nas artérias em espiral (figura 4).
Esta Gltima — que ocorre na segunda invasdo citotrofobléstica, por volta da 142 e 162
semana de gestacdo — acarreta um pobre intercAmbio vascular e, portanto um déficit
nutricional e de oxigenagdo entre a mde e a placenta, levando, provavelmente, ao
mecanismo compensatorio de aumento da pressdo arterial materna, a fim de
aumentar esse intercambio e proteger o feto dessa nutricdo e oxigenacdo diminuida
(Pijnenborg, 1996; Zhou, Damsky, Fisher, 1997). Ainda se desconhece se isto é uma
adaptacdo materna dirigida ou uma resposta aos sinais de sofrimento fetal (Robillard,
2002).
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NK cell~{ )

Miométrio

Figura 4 - Invasdo endovascular do citotrofoblasto nas artérias em espiral: a
gestacdo complicada pela pré-eclampsia (B) apresenta uma vascularizagdo
superficial e incorreta, impedindo desta forma o suprimento de nutrientes e oxigénio
adequados ao feto. J& o utero gravidico normal (C), apresenta correta invasao
vascular da decidua e miométrio. O Utero ndo-gravidico (A) ndo apresenta a invasao
do citotrofoblasto.

EVT: Células do trofoblasto extraviloso. ENVT: Células do trofoblasto
endovascular. (figura adaptada de Parham, 2004)

Apesar dos inimeros estudos realizados para o entendimento de sua etiologia
e fisiopatologia, o completo conhecimento dos mecanismos que levam ao estado de
pré-eclampsia ainda permanece desconhecido. O que se sabe é que sua causa envolve
uma combinacgdo de fatores genéticos materno-fetais e fatores ambientais (Roberts,
Taylor et al., 1989). Muitos trabalhos abordam a pré-eclampsia como uma disfungéo
da “ma adaptagdo imunoldgica materno-fetal”, propondo que ndo ha uma adaptacdo
adequada do sistema imune materno em relacdo ao embrido semi-alogénico (Vinatier
e Monnier , 1995; Dekker e Sibai, 1998; Moffett e Hiby, 2007; Saito, Sakai et al.,
2007), uma vez que esse disturbio tem maior incidéncia entre as mulheres nuliparas,
que concebem com técnicas de reproducdo assistida ou que apresentam doencas
auto-imunes (Sargent, Borzychowski, Redman, 2006; Saito, Sakai et al., 2007).
Além disso, uma mudanga de parceiro parece restaurar o risco de pré-eclampsia
mesmo em mulheres multiparas. Essa caracteristica sugere que a exposi¢do ao
esperma paterno, ao plasma seminal ou a ambos torna a mae tolerante a aloantigenos
feto-paternais (imunidade especifica), aumentando o risco de pré-eclampsia quando
do fracasso desta imunorregulacdo (Redman e Sargent, 2010). Além disso, a
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exposicdo materna ao esperma paterno pode ser capaz de modular o sistema imune
fetal agindo no desenvolvimento de atopias (Vianna e Chies, 2008).

De fato, muitos aspectos relacionados ao sistema imune estdo presentes na
pré-ecldmpsia, como o nimero diminuido de células T regulatorias (Mahmoud et al.,
2003; Sasaki, Darmochwal-Kolarz et al., 2007). Adicionalmente, fatores de
crescimento e citocinas tém sido caracterizados no (tero e placenta de gestantes
normais e com pré-eclampsia (Wilczynski, Tchorzewski et al., 2002; Taylor,
Grimwood et al., 2003; El-Baradie, Mahmoud, Makhlouf, 2009), acreditando-se
serem responsdveis por algumas manifestacbes clinicas dessa disfungdo,
influenciando e modificando funcbes trofoblasticas (Greer, Lyall et al., 1994;
Hayashi, Ohkura, Inaba, 2003; Chen Q, Chen L et al., 2010). Com relacéo a etiologia
imunogenética dessa patologia, tem-se buscado associacdo dos genes do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC, do inglés “Major Histocompatibility
Complex”) no brago curto do cromossomo 6 — o0 HLA. Uma vez que o trofoblasto
ndo expressa moléculas HLA 1 classicas (exceto a HLA-C), expressando somente as
HLA de classe | ndo classicas HLA-E, — F e em maior quantidade a HLA-G
(Parham, 1996), estudos tém investigado os loci do HLA | ndo cléssicos e seus
produtos. Em um estudo populacional, nosso grupo demonstrou que variantes no
gene da molécula HLA-G podem influenciar o desenvolvimento de patologias
gestacionais, como a pré-eclampsia (Vianna et al., 2007). Desta forma, uma rede de

aspectos imunoldgicos esta relacionada com o desenvolvimento da pré-eclampsia.

CELULAS T REGULATORIAS CD4+CD25"9" Foxp3+

Durante a selecdo timica, com o intuito de manter a irresponsividade

imunolégica a auto-constituintes, linfocitos auto-reativos potencialmente prejudiciais
sdo eliminados no organismo (Van Parijs e Abbas, 1998). Algumas células T auto-
reativas, no entanto, escapam da delecdo clonal do timo podendo causar
autoimunidades, porém, na maioria das vezes, estas células sdo ativamente
suprimidas na periferia através da acdo de mecanismos imunorregulatorios como a
presenca dos linfocitos T CD4+ regulatorios (Treg). As células Treg séo, pelo menos
em parte, produzidas pelo timo como uma subpopulacdo de linfocitos T
funcionalmente maduros, a maioria dos quais expressando constitutivamente CD25
(T CD4+CD25+), um receptor da cadeia alfa da interleucina 2 (IL-2) (Hori,
Nomura, Sakaguchi, 2003). Os linfécitos T CD4+CD25+ representam cerca de 5 -
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10% das células T CD4 + periféricas dos seres humanos, mas apenas 0s T
CD4+CD25"9" (que expressam em grandes quantidades a molécula CD25) s&o
realmente regulatérios, constituindo 2-3% dos linfécitos T CD4 + (Mottet e
Golshayan, 2007). O fator de transcricdo Foxp3 é considerado o marcador mais
confidvel para as células Treg, sendo muito importante para a manutengao das Treg e
para a caracteristica imunossupressora dessas células. Estudos que avaliaram
mutacdes no gene de Foxp3 verificaram o surgimento de doengas autoimunes severas
comprometendo diversos 6rgdos em humanos, como a XLAAD (disfuncédo
autoimune ligada ao X) e IPEX (sindrome de imunodesrregulacdo, poliadenopatia e
enteropatia ligada ao X) (Fontenot, Gavin, Rudensky, 2003; Hori,
Nomura, Sakaguchi, 2003; Corthay, 2009). Os linfocitos T regulatorios
CD4+CD25""Foxp3+ suprimem a ativacdo das células T convencionais. Eles
realizam essa acdo através do contato célula-célula ou ainda pela produgdo de
citocinas imunossupressoras, como a IL-10 e o TGF-B (Sakaguchi, Wing, Miyara,
2007). As células T regulatérias sdo hoje consideradas como o0s principais
mediadores da tolerancia periférica (Vignali, Collison, Workman, 2008). Elas tém
sido relacionadas a processos patologicos ou fisiologicos que envolvem
imunomodulagdo, como doengas autoimunes, rejeicdo/aceitacdo de enxertos e
gestacéo (La Cava, 2008; Boros e Bromberg, 2009; Guerin, Prins, Robertson, 2009).

Na gestacdo humana, as células T CD4+CD25"" localizam-se
preferencialmente na decidua, ou seja, na regido de intimo contato materno-fetal
(constituindo 22% dos linfocitos T deciduais), em comparacéo ao sangue periférico
(6,5% das células T periféricas) (Petroff, 2005), demonstrando sua importancia na
criagdo de um ambiente imunotolerante para o feto semi-alogénico. Essa populagéo
celular apresenta niveis séricos elevados em gestacbes bem-sucedidas (Somerset,
Zheng et al., 2004), assim como baixos niveis deciduais em abortos espontaneos
(Sasaki, Sakai et al., 2004), sendo necessaria para a correta manutencéo da gestac&o.
Dada sua importancia na gestagdo, varios trabalhos visam relacionar distdrbios nas
células Treg e sua relacdo com o desenvolvimento da pré-eclampsia, porém, na
literatura ainda ndo se verificou um consenso. Estudos recentes tém mostrado uma
menor concentracdo sérica de linfocitos T CD4+CD25+Foxp3+ em gestantes pré-
eclampticas em comparagdo a mulheres com gravidez saudavel (Toldi, Svec et al.,
2008; Prins, Boelens et al., 2009). No entanto, em um trabalho realizado por

Paeschke e colaboradores ndo houve diferenga significativa entre as concentracdes
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séricas de células Treg em gestacBes apresentando pré-eclampsia em relacdo as
saudaveis (Paeschke, Chen et al., 2005). Desta forma, as células regulatdrias
CD4+CD25""Foxp3+ desenvolvem fungdes essenciais para a manutengdo de um
ambiente placentério imunotolerante, aléem de suprimir respostas autoimunes em
situaces fisioldgicas normais. Porém, mais estudos séo necessérios para esclarecer

seu papel regulatdrio e sua relagdo com a pré-eclampsia.

GLICOCORTICOIDES E GESTACAO

Durante a gestacdo, os hormdnios corticosterdides regulam muitos dos

processos necessarios para a implantagdo bem-sucedida do embrido, bem como para
0 crescimento e posterior desenvolvimento do feto e da placenta. No entanto, alguns
de seus efeitos também podem ser maléficos para o inicio da gestacdo (figura 5). No
atero, o embrido, a placenta e o endométrio estdo amplamente expostos ao
glicocorticdide fisioldgico, cortisol, derivado tanto das glandulas adrenais maternas
quanto fetais (Michael e Papageorghiou, 2008). A diminui¢do do nimero de células
NK uterinas pela administracdo de prednisona, um glicocorticoide sintético,
(Quenby, Kalumbi et al., 2005; Quenby e Farquharson, 2006) e ativagdo in vitro da
secrecdo de hCG pelo trofoblasto promovida por glicocorticéides sintéticos (Ringler,
Kallen, Strauss,1989) sdo algumas agdes benéficas que podem ser mediadas por
glicocorticdides para uma gestacdo inicial bem-sucedida — o horménio hCG auxilia,
por acdo local, na implantacdo do embrido e na diferenciacdo trofoblastica (Islami,
Mock, Bischof, 2001; Srisuparp, Strakova, Fazleabas, 2001; Handschuh,
Guibourdenche et al., 2007), além de ser fundamental na manutencgdo da secrecéo de
progesterona pelo corpo liteo até que ocorra a mudanca luteo-placentéria, por volta
da 82 semana de gestacdo, na sintese de progesterona (Hanson, Powell, Stevens,
1971; Michael e Papageorghiou, 2008). Ja a possivel influéncia dos glicocorticdides
no aumento da apoptose decidual e placentaria e na diminuicdo da sintese e
sinalizacéo de citocinas pré-inflamatérias sdo algumas agdes que impedem o sucesso

gestacional no inicio da gravidez (Michael e Papageorghiou, 2008).

20



Efeitos Positivos Efeitos Negativos
(facilitande o principie da gestacéo) 5 (impedindo o principio da gestagéo)
L T
T progesterona < T hoe | ssss P 1 sinte_ﬁe e 5|nal!zagao de citocinas
e diferenciacéo trofoblastica c pré-inflamatdrias
1 CRH trof. < 0 T CRHIrof. += =4 | invassio trofoblastica
» G
’ 9 1 desenvolvimento placentario
| linfécitos (cél NK uterinas) <@ essssssnsnss| R [*°"*% P
T
T Hiiacio Kubisticr. < | "T apoptose decidual e placentaria
C
Tinu‘asﬁo trOfObIESHCE w——— .
O tesnnip l crescimento placentério e do embridio
|
T transparte de aminoAcitos —— D
E bl 1 transporte de glicose e lactato
5

Figura 5 - Resumo dos possiveis efeitos positivos e negativos do glicocorticoide
fisiologico, cortisol, no inicio da gravidez. Efeitos positivos sobre a atividade da
enzima e/ou expressdo da proteina sdo indicados por setas verdes, enguanto 0s
efeitos negativos sdo indicados por setas com linhas vermelhas descontinuas. (figura
adaptada de Michael e Papageorghiou, 2008).

hCG, gonadotrofina coridénica humana; NK, “natural Killer”; CRH, horménio
liberador de corticotrofina; Trof.: trofoblastico.

Gestacdo e desordens de humor

A gestacdo compreende um periodo de muitas mudangas hormonais,
podendo, muitas vezes, estar associadas a ansiedade e a desordens de humor. Estes
distdrbios emocionais influenciam a qualidade de vida das gestantes, além de causar
grande morbi/mortalidade e de serem abordados em alguns trabalhos como fatores de
risco para abortos, nascimentos prematuros e bebés com baixo peso ao nascer
(Hoffman e Hatch, 2000; Orr, James, Blackmore Prince, 2002; Marcus e
Heringhausen, 2009). O aparecimento de sintomas depressivos € mais comumente
observado em pessoas de 20-40 anos de idade, periodo em que muitas mulheres
engravidam. Ademais, tem se encontrado na literatura uma taxa de 10 a 16% das
gestantes apresentando transtorno depressivo (Marcus e Heringhausen, 2009). De
acordo com estudos na area da Psiconeuroimunologia (PNI), a exposi¢do cronica de
um individuo ao estresse, ansiedade e a outros fatores emocionais, como a depressao,
pode alterar a modulagdo do sistema imunoldgico. Fisiologicamente, através do

estresse ocorre a ativacdo da glandula hipdfise, a qual libera o horménio ACTH
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(Adrenocorticotropic hormone), este por sua vez ativa as supra-renais que secretam o
cortisol e adrenalina — horménios responsaveis pelos efeitos imunorreguladores

(Bizzarri, Pagliei et al., 2001; Bauer, Papadopoulos et al., 2002) (figura 6).

HIPOTALAMO
HIPOFISE

aco CITOCINAS

\ [TNF-OL,IL-1,IL-8)
CORTIEOL
ADRENAIS ¢-" .

.

CORTISOL SISTEMA IMUNE

Figura 6 - Ativacao do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA). O estresse ativa o
eixo HPA que desencadeia a secre¢do do hormdnio ACTH pela hipéfise anterior que,
por sua vez, induz secrecdo do cortisol pelo cortex adrenal. O cortisol é o principal
hormdnio que regula o sistema imunoldgico. As citocinas pro-inflamatorias podem
igualmente ativar o eixo HPA durante infecges.

O estresse cronico suprime a resposta imunoldgica global do organismo, uma
vez que algumas de suas ac¢des levam a uma diminuicéo da atividade das células NK
(Bauer, Gauer et al., 1995), diminui¢do na proliferacdo de células T e producdo de
IL-2 (Bauer, Vedhara et al., 2000), além de induzir alteracéo no trafego celular —
causando linfopenia (Dhabhar, Miller et al., 1995; Bauer, Papadopoulos et al., 2002)
- e de reduzir a expansdo clonal linfocitéria mediada por mitdgenos (Con A e Pha).
Alguns estudos tém relatado ainda que linfocitos expostos cronicamente aos
glicocorticdides, como ocorre durante o estresse cronico, podem tornar-se resistentes
in vitro aos efeitos imunossupressores dos esterdides (Pedersen, Folds, Evans, 1989;
Rupprecht, Wodarz et al., 1991; Wodarz, Rupprecht et al., 1991; Bauer, Vedhara et
al., 2000). Ademais, muitos efeitos pré-natais e pds-natais no feto estdo relacionados
a exposicdo crbnica a glicocorticoides e estresse. O estresse cronico pré-natal esta
associado a imunossupressao (Kay, Tarcic et al., 1998) e reprogramacdo do eixo

HPA da prole (Reul, Stec et al., 1994), induzindo altera¢es neuroimunes po6s-natais
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marcantes que incluem uma pré-disposicdo a doencas alérgicas (Bellinger,
Lubahn, Lorton, 2008; Persinger e Falter, 1992), além do aumento de citocinas pro-

inflamatdrias e depressdo (Figura 7).
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Figura 7 — InteragBes neuroimunes durante o estresse pré-natal. (a) o estresse é
associado a ativacdo do eixo HPA materno (hipotadlamo-pituitaria-adrenal) e a
liberacdo de glicocorticéides pelas adrenais. Os glicocorticdides maternos agem
diretamente influenciando o sistema imune do feto, se ligando aos receptores de
glicocorticdides (GR) expressos na placenta e tecidos fetais. (b) os glicocorticoides
maternos podem ainda induzir a reprogramacéo do eixo HPA fetal durante estresse
no periodo pré-natal, influenciando as células do sistema imune. (c) O estresse pré-
natal é relacionado a disfuncbes como baixo peso ao nascer e aumento da
imunossupressdo podendo levar a perda fetal. (d) os estimulos estressores recebidos
durante a gestacdo podem programar o sistema imune da prole nas condi¢bes pos-
natais, aumentando a carga de depressao, citocinas pro-inflamatorias e prejudicando
as funcdes do eixo HPA.

Glicocorticéides e o Desenvolvimento da Pré-eclampsia

Uma vez que os corticosterdides atuam nos fatores que levam a uma gestagéo
bem sucedida, e que a modulacdo desses hormdnios é afetada por distarbios de
humor, patologias gestacionais - como a pré-eclampsia - podem estar relacionadas

com disfungdes emocionais. Entretanto, ndo sdo encontrados na literatura muitos
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estudos que investigam concomitantemente o desenvolvimento da pré-eclampsia e a
presenca de distUrbios afetivos durante a gestacdo. Os poucos que foram realizados
ndo apresentam consenso. Por exemplo, Kurki e colaboradores em 2000 e Qiu e
colaboradores em 2007 verificaram que depressdo e ansiedade no periodo de inicio
da gestagdo sdo fatores de risco para o desenvolvimento de pré-eclampsia,
aumentando em até 2 vezes a chance de se desenvolver esta patologia (Kurki,
Hiilesmaa et al., 2000; Qiu, Sanchez et al., 2007). Vollebregt e colaboradores, por
sua vez, ndo observaram associagdo entre estresse na primeira metade da gestacdo e
pré-eclampsia ou hipertensdo gestacional em mulheres nuliparas (Vollebregt, van der
Wal et al., 2008). Em um trabalho recente, Shamsi e colaboradores relataram haver
associacdo entre desenvolvimento de pré-eclampsia e estresse mental durante a
gravidez (Shamsi, Hatcher et al., 2010). Desta forma, devido aos escassos estudos
nessa area e aos resultados contraditdrios, torna-se importante a realizacdo de
trabalhos avaliando simultaneamente os efeitos dos glicocorticoides durante a

gestacdo e o desenvolvimento de patologias severas como a pré-eclampsia.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:

e O presente trabalho visa 0 acompanhamento de pardmetros imunoldgicos de

gestantes com ou sem pré-eclampsia e gestantes sem complicagdes
gestacionais, através da andlise e caracterizagdo das células do sistema

imunolégico.

Objetivos especificos:

Examinar a correlagdo entre RNA mensageiro e expressdo protéica de HLA-
G em celulas mononucleares do sangue periférico de gestantes com ou sem
pré-ecldmpsia e gestantes sem complica¢des gestacionais, controlando pelos
polimorfismos de auséncia/presenca de 14bp (exon 8 - 3’UTR) e sitio de
ligacdo de microRNAs (+3142 - 3’UTR), ambos no gene HLA-G além de
seus haplétipos.

Estabelecer a média de freqliéncia de expressdo de HLA-G na superficie de
células do sistema imunoldgico (linfocitos e mondcitos) e de seu receptor
ILT-2 (nos mondcitos) em gestantes com ou sem pré-eclampsia e em

gestantes sem complicacdes gestacionais;

Caracterizar ~ as  subpopulacdes de  células T regulatorias
(CD4+CD25+FoxP3+), células NK (CD56+CD3-), marcador de ativacdo
(CD69) e suas médias de expressdo na superficie de celulas de sangue
periférico de gestantes com ou sem pré-eclampsia e em gestantes sem

complicagdes gestacionais;

e Analisar e comparar a capacidade proliferativa de células T do sangue

periférico e sua sensibilidade a glicocorticéides (dexametasona) em mulheres

com ou sem pré-eclampsia e em gestantes sem complicagbes gestacionais.
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RESUMO

Problema: Durante a gestagdo, o corpo feminino sofre diversas alteracoes
enddcrinas, fisicas e também em seu perfil imunol6gico para se adaptar a presenca
do feto. Uma molécula de grande importancia na regulacéo da gestacdo é a molécula
HLA-G que desempenha um papel fundamental na manutengdo de um ambiente
imunossupressor visando a aceitacéo fetal.

Métodos: Amostras de DNA e celulas periféricas de 26 gestantes com pré-
eclampsia, 25 gestantes controle e 6 gestantes controle sem complicacdes
gestacionais foram analisadas em seu perfil imunogenético.

Resultados: Né&o foi observada diferenca significativa entre a distribuicdo das
frequéncias alélicas ou genotipicas dos polimorfismos avaliados no gene de HLA-G
entre 0s grupos aqui estudados. Porém, em relacdo a imunidade celular, gestantes
com PE apresentaram baixa freqiiéncia de mondcitos expressando HLA-G (40%)
quando comparadas as gestantes sem complicagdes (78%) (p=0,002). Além disso, as
gestantes com PE demonstraram um perfil de resisténcia a agdo inibitoria de
glicocorticdides durante a proliferacdo celular quando comparadas as gestantes
controle (p=0,03). Ainda, gestantes com PE apresentaram alta média de intensidade
de fluorescéncia de células Treg quando comparadas as gestantes controle (Gmean
174 versus 100, respectivamente p=0,02).

Conclusdo: Nossos resultados sugerem que a regulagdo dos componentes
imunolégicos e genéticos pode ser importante na modulacdo de fungdes celulares
efetoras durante o desenvolvimento da pré-eclampsia.

Palavras-chave: imunorregulagdo da gestagdo, HLA-G e proliferacéo celular.
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INTRODUCAO

A evolugéo da gestacdo, o nascimento do concepto e a producdo de leite para
alimenta-lo constituem uma seqiiéncia natural e bem planejada para acolher um novo
ser. Durante a gestacdo, o organismo feminino sofre diversas alteracfes enddcrinas,
fisicas e também em seu perfil imunoldgico para se adaptar a presenca do feto. O
sistema imune materno est4 em intimo contato com o feto, que pode ser comparado a
um aloenxerto, pois possui 50% de material genético paterno, o que o caracteriza
como estranho ao organismo materno. Em 1953, Peter Medawar formulou o conceito
de que o embrido/feto se comporta no organismo materno como um transplante

estando, portanto, vulneravel & rejeicdo ou tolerancia imunolégica *

. A interacédo
imunolégica entre mée e feto que ocorre ao longo da gestacdo é mantida até apds o
periodo de amamentacdo. Dentre os diversos fatores imunoldgicos que atuam na
manutenc¢do da homeostase durante a gestagdo, podemos citar o perfil de producéo de
citocinas do tipo Th2, a presenca de células T regulatérias, o papel das células
dendriticas, o balango entre a expressdo de moléculas co-estimulatérias (CD80 e
CD86) e inibitérias (TGF-B), assim como a importante a¢d0 imunossupressora da
molécula HLA-G.

O feto recebe nutrientes e também células maternas que atravessam a
interface materno-fetal através da placenta. Recentemente, Jeff Mold e colaboradores
descreveram o desenvolvimento de um ambiente imune regulador fetal gerado a
partir da presenca das células maternas 2. Neste ambiente, o sistema imune do feto
exerce uma funcdo muito importante ao evitar o “ataque” pelas células maternas que
atravessam a placenta, através da acdo de células T reguladoras fetais que podem

permanecer em circulacdo (ap6s o nascimento) por até 17 anos como memdria

imunoldgica, sendo capazes de reconhecer as células maternas. Desta forma, mae e
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feto estdo sob um contato muito mais intimo do que imaginado anteriormente, e o
sistema imune fetal esta, apesar de ndo completamente formado, bastante ativo
mesmo antes do nascimento.

Uma molécula de grande importancia na regulacdo da gestagéo é a molécula
HLA-G que desempenha um papel fundamental na manutengdo de um ambiente
imunossupressor visando a aceitacdo fetal. Esta molécula estd expressa em altos
niveis na regido materno-fetal, apresentando uma expressdo proteica tecido-restrita
em tecidos embriondrios e adultos: no ovo fertilizado, no citotrofoblasto, na
membrana amnidtica e nas celulas endoteliais dos vasos do corion durante o primeiro
trimestre de gestacdo, na cornea, células epiteliais timicas, nos eritroblastos e nos
linfécitos T CD4+ e CD8+ *®. O desenvolvimento da gestagdo somente ocorre

quando moléculas soliveis de HLA-G (SHLA-G) sdo detectadas °*°.

Altos niveis
séricos de HLA-G soluvel ja foram descritos em mulheres que apresentam gestacdes
de sucesso, sendo estes niveis superiores aos encontrados em mulheres que
apresentaram aborto ou outras complicacdes "~ '*. Esta molécula participa na
indugdo de uma resposta imune do tipo supressora, induzindo a producdo de IL-10,
inibindo a proliferagdo de células NK e células T, induzindo a formacéo de células T
supressoras, a secre¢do de fatores pro-angiogénicos e apoptose de células T via CD8,
além de impedir a maturacéo de células dendriticas **. O papel imunomodulador de
HLA-G e sua expressdo tém sido associados a patologias bem como a distdrbios
gestacionais, como a pré-eclampsia, na qual a expressdo placentaria de HLA-G e os
niveis sericos dessa molécula estdo diminuidos, além de estarem relacionados com a
presenca de polimorfismos*®*°*°. A regido 3’ ndo traduzida (3’UTR — “Untranslated

Region”), do gene de HLA-G parece desenvolver um importante papel na expressao

desta molécula, através de mecanismos regulatorios pds-transcricionais como 0s
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microRNAs e através de sitios polimérficos envolvendo a delecdo/insercdo de 14
pares de bases (bp) no éxon 8, sendo correlacionados com a manutencdo da
estabilidade do RNA mensageiro (MRNA) deste gene “>?!. Neste loci ha uma regi&o
de 20 nucleotideos que parece ser um sitio de ligacdo de microRNA, sendo
identificados alguns polimorfismos, como a substituicdo de nucleotideos C/G, na
posicdo +3142 (rs1063320). Em um estudo populacional, nosso grupo demonstrou
que variantes no gene da molécula HLA-G podem influenciar o desenvolvimento de
desordens gestacionais como a pré-eclampsia *°.

Dentre diversas disfuncfes gestacionais, a pre-eclampsia é uma complicagdo
grave da gravidez. Esta patologia, responsavel por até 14% de mortalidade materno-
fetal, é de grande importdncia para uma correta compreensdo dos fendmenos
imunolégicos que regulam o processo da gestacdo. A etiologia e patogénese desta
doenga envolvem uma combinagdo de fatores de predisposicdo materno-fetal e
fatores ambientais %2. A pré-eclampsia é caracterizada por elevada pressdo sanguinea,
proteiniria e edema associados a danos em 0rgdos e prematuridade. Uma das
hipoteses da patogénese da pré-eclampsia é a teoria da “maladaptagdo imunoldgica”,
que propde que o sistema imune materno nao se adapta adequadamente ao feto semi-
alogénico *%. Sendo assim, fatores imunolégicos como o papel imunossupressor da
molécula HLA-G durante a gestagdo, relacionam-se com o desenvolvimento desta
patologia.

Juntamente com a pré-eclampsia, desordens de humor e ansiedade s&o
também muito comuns durante a gestagdo. Estas desordens diminuem bastante a
qualidade de vida das pacientes além de serem responsaveis por grande
morbi/mortalidade, j& que o periodo pré-natal € marcado por intensas flutuacdes dos

24,25

horménios gonadais . Qiu e colaboradores, em um estudo de coorte com
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gestantes peruanas, relataram uma associagdo positiva entre depressdo materna e
ansiedade no desenvolvimento de pré-eclampsia *°. Kurki e colaboradores abordaram
o risco do desenvolvimento de pré-eclampsia em gestagBes iniciais de gravidas

ansiosas ou deprimidas ?’.

Estudos na éarea da Psiconeuroimunologia (PNI)
demonstram que um organismo que Se encontra exposto ao estresse, ansiedade e a
fatores emocionais cronificados pode apresentar a regulagdo do sistema imunolégico
alterada. Fisiologicamente, o estresse ativa a glandula hipdfise que, por sua vez,
através da liberacdo do horménio ACTH (Adrenocorticotropic hormone), ativa a
adrenal que secreta o cortisol e adrenalina, hormdnios responsaveis pelos efeitos
imunorreguladores %?°. O estresse cronico reduz varios componentes da resposta
imune celular, aumentando a morbidade e mortalidade das populacfes estressadas 2
%1 O resultado é uma diminuic&o global da resposta imune celular do organismo. Nas
desordens afetivas, como ansiedade e depressdo, a desregulacdo do eixo-HPA
(Hypothalamic-Pituitary-Adrenocortical-axis) &€ um fendmeno frequentemente
observado. O cortisol exerce seu efeito no equilibrio deste eixo, através do receptor
de glicocorticode (GR). O aumento de cortisol induzido pelo estresse pode induzir
vérias alteracBes imunoldgicas. Essas alteragcfes imunoldgicas s@o mediadas pela
acdo direta dos glicocorticoides sobre os linfocitos. Desta forma, a avaliacdo dos
efeitos diretos dos glicocorticdides sobre a proliferacdo celular na gestacéo
complicada ou ndo por pré-eclampsia torna-se de extrema importancia. Além disso, o
eixo-HPA exerce efeitos inibitérios sobre o sistema reprodutivo feminino. Os
glicocorticdides inibem os hormdnios luteinizantes, estrogeno, horménio esterdide
do ovério e progesterona. Alteracdes enddcrinas nos niveis de progesterona podem

influenciar o tipo de resposta imune gerada por uma mulher durante a gestagéo %,
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Apesar de grande progresso na elucidacdo dos mecanismos envolvidos na
manutencdo de uma gestacdo de sucesso, ainda h4 mais questfes do que respostas em
se tratando da hierarquia das vias de sinalizagdo e interagdo entre os distintos
mediadores da sobrevivéncia fetal. Neste trabalho, visamos correlacionar o
desenvolvimento de pré-eclampsia com a imunorregulacdo da gestacdo, avaliando os
componentes da imunidade celular, assim como o perfil de expressdo da molécula
HLA-G e suas variantes polimorficas, além do perfil de proliferacdo celular na

presenca de glicocorticéides.
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METODOLOGIA
o Critérios de inclusdo e excluséo das pacientes

Gestantes que consultaram no Hospital Nossa Senhora Conceigéo -
GHC Servico de Saude Comunitaria e Servigo de Obstetricia - (Porto Alegre), no
periodo de Janeiro a Maio de 2010, foram convidadas a participar deste estudo apés
prévia observacdo e concordancia com o termo de consentimento anexado a este
(Anexo 1). Identificamos 26 gestantes apresentando pré-eclampsia, 25 gestantes
controle e 6 gestantes controle sem complicacdes gestacionais. O critério de incluséo
para selecionar o grupo controle excluia as seguintes caracteristicas: presenca de
hipertensao arterial cronica, doenca renal, doencgas do colageno, cancer ou trombose.
O critério de inclusdo das gestantes controle sem complicagfes gestacionais excluia
além dos critérios de exclusdo do grupo controle, as seguintes caracteristicas:
tabagismo, diabetes gestacional, trabalho de parto prematuro, sangramentos,
disfuncdo placentéria, hipertensdo, dilatagdo, pneumonia, toxoplasmose, infeccdo
urindria e doencas autoimunes. A pré-eclampsia foi definida como a presenca de
hipertensdo e proteindria. Hipertensdo € caracterizada por pressdo arterial de, no
minimo, 140 mm Hg (sist6lica), ou pelo menos 90 mm Hg (diastdlica), pelo menos
em duas ocasides e 4-6 h distante apds a 20* semana de gestacdo em mulheres
sabidamente normotensas previamente. A proteindria é definida como uma excrecdo
de 300 mg ou mais de proteina a cada 24 h. Foram excluidas do grupo de estudo as
mulheres que se recusaram a participar do projeto por quaisquer motivos.
Inicialmente, preencheu-se a Ficha de Dados Sociodemogréficos de cada paciente,

logo apds, as participantes do estudo passaram a coleta sanguinea.
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e Coleta sanguinea e obtencdo de células mononucleares do sangue
periférico de gestantes
As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) obtidas das
gestantes alocadas para o estudo (aproximadamente 10mL de sangue heparinizado)
foram coletadas e centrifugadas em Ficoll-hypaque (Pharmacia), 1200 rpm, 25°C, 40
minutos. O anel de CMSP, formado apds a centrifugacdo, foi recolhido e lavado 2
vezes em PBS 1X (1200 rpm, 4°C, 10 min). O precipitado de células, em seguida, foi
suspenso em 1mL de RPMI. Apos contagem das células em cdmara hemacitométrica
de Neubauer, estas foram novamente centrifugadas e suspensas em RPMI
suplementado com 10% de soro humano (SIGMA) inativado, L-glutamina, e
coquetel antibidtico/antimicotico (RPMI completo), na concentracdo de 1x10’
células/mL. As CMSP foram entdo cultivadas em placas “fundo U” de 96 pocos, na
concentragdo de 200.000 celulas/poco e ativadas com 1% de Fitohemaglutinina (Pha)
(GIBCO) durante 18 horas em estufa de 5% CO;a 37 °C.
e Citometria de fluxo
ApoOs 18 horas de cultura sob estimulo com Pha 1%, as populagdes
celulares circulantes do sangue periférico (CMSP) obtidas das gestantes participantes
foram analisadas por citometria de fluxo (citbmetro FACScalibur, BD no Laboratério
de Imunogenética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul), com base em seu
tamanho versus granulosidade avaliando a intensidade e frequéncia de expressdo de
marcadores de superficie: CD4, CD3 e CD14, marcadores de ativago celular: CD25
e CD69, receptor de HLA-G: ILT-2, molécula HLA-G: MEMG/9, células T
regulatérias CD4+CD25™%HFoxp3+ e células NK (CD3-CD56+). Os dados

coletados pelo citdmetro foram analisados através do programa WinMDI 2.9
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(Windows Multiple Document Interafce for Flow Cytometry) e FlowJo 7.5.5 (Flow
Cytometry Analysis Software).
e Determinacéo da capacidade de proliferagdo celular por MTT e resisténcia
a glicocorticoides
A estimulagdo mitogénica provocada pela fitohemaglutinina (Pha)
imita o processo natural de defesa quando linfdcitos reconhecem antigenos estranhos

% Ensaios colorimétricos foram

ao organismo e sdo induzidos a proliferar
padronizados para investigar a proliferagdo de linfécitos T humanos, bem como a
sensibilidade a glicocorticoides in vitro **. O teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-brometo de 2,5-dimetiltetraz6lio) descrito por Mosmann (1983) foi utilizado para
determinagdo da capacidade proliferativa de linfocitos obtidos do sangue periférico
das pacientes®. Este teste indica o nimero de células viaveis a partir da clivagem do
sal tetrazolio em um cristal denominado formazan, clivagem esta realizada pela
enzima succinato-tetrazélio redutase que pertence a cadeia respiratoria da
mitocondria. Este teste foi aplicado sobre cultura de CMSP (2x10° células por poco)
de pacientes estimuladas ou ndo com o mitdégeno fitohemaglutinina (Pha) na
presenca ou auséncia do glicocorticéide dexametasona nas concentragdes 10, 10°®,
10™ (DEX, SigmaAldrich). Altas concentragdes do glicocorticide DEX agem
mimetizando o efeito de uma condicéo de estresse crénico. Apos cultura de 96 horas
em estufa de 5% de CO, a 37°, na presenca de MTT, estas células estimuladas com
Pha (1%) foram processadas, o sobrenadante coletado e realizada leitura de
absorbancia a 470 nM, em leitor de ELISA Spectra Max 340, (Molecular Devices);

as leituras foram analisadas através do programa Soft Max Pro (1.2.0).

e Reacdo em Cadeia da Polimerase para amplificacédo do gene HLA-G
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O DNA utilizado para as técnicas de caracterizagdo das variantes
moleculares do gene HLA-G foi obtido a partir de amostras de CMSP, isoladas a
partir de sangue heparinizado, previamente congeladas em meio RPMI suplementado
com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino). O protocolo de extragdo de DNA foi adaptado
a partir da técnica de “salting out” descrita por Lahiri e Nurnberger, 1991 ¥, seguida

de extragdo por fenol-clorérmio * *

, visando a obtencdo de uma maior pureza e
concentragdo de DNA. O polimorfismo de 14 bp no éxon 8 do gene HLA-G foi
detectado atraves da andlise de PCR na qual: 200 ng de DNA gendmico foram
adicionados a um volume final de 25uL contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50mM
KCI, 0,08% (v/v), NonidetP40, MgCI2 1,5 mM, 0,2 mM de cada dNTPs; 10pmol de
cada iniciador (“primer”) e 0,75 unidades de Taq polimerase. As condigdes de
ciclagem foram: 35 ciclos de 94°C por 30 s, 64°C por 60s e 72°C por 60s, sendo
precedidas por um ciclo de desnaturacéo inicial de 94°C por 2 min, seguido por uma
etapa de extenséo final a 72°C por 10min. As amostras foram genotipadas por PCR
utilizando “primers” especificos (5'GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3’ e
5'GGAAGGAATGCAGTT CAGCATGA-3"), segundo descrito anteriormente *°. O
polimorfismo de sitio de ligagdo de microRNA encontrado na regido 3"UTR (ndo
traduzida) do gene HLA-G também foi avaliado por PCR onde: 200 ng de DNA
gendmico foram adicionados a um volume final de 25uL contendo tampéo PCR 1X;
MgCI2 2,0 mM; 0,2 mM de cada dNTPs; 10pmol de cada iniciador “primer” e 1
unidade de Taq polimerase. As condicdes de ciclagem foram: 32 ciclos de 94°C por
30 s, 65,5°C por 30s e 72°C por 60s, sendo precedidas por um ciclo de desnaturagéo
inicial a 94°C por 5 min, seguido por uma etapa de extenséo final a 72°C por 5min.
As amostras foram genotipadas por PCR utilizando “primers” especificos

(GMIRNAF-5’CATGCTGAACTGCATT CCTTCC-3’ e GMIRNAR-5’
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CTGGTGGGACAAGG TTCTACTG-3’). Os produtos de PCR foram clivados
utilizando 3 unidades (u) da enzima BaeG | (New England Biolabs Inc., Ipswich,
MA), de acordo com as instrucdes do fabricante, a 37°C por 3h, segundo descrito
anteriormente “.

e Genotipagem do polimorfismo de delec&o/inser¢do 14bp no éxon 8 ( regido
3'-ndo traduzida) do gene HLA-G:

Os produtos de PCR do éxon 8 que abrangem o polimorfismo de 14bp
foram analisados em géis de poliacrilamida 6% contendo brometo de etidio e
visualizados sob luz ultravioleta. Os produtos de amplificagcdo para o polimorfismo
de 14 bp foram de 224 bp para o alelo com inser¢éo de 14 bp e 210 bp para o alelo
com delecéo de 14bp.

e Genotipagem do polimorfismo de substituicdo de nucleotideos C/G, na
posicdo +3142 (rs1063320) nos sitios de ligagcdo de microRNAs no éxon 8
(regido 3'-néo traduzida) do gene HLA-G

Os produtos da clivagem do amplicon da regido 3’UT que abrangem o
polimorfismo 3’UTR miRNA C/G (+3142) foram analisados em géis de agarose
1,5% contendo brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. A clivagem do
alelo C produziu um fragmento intacto de 406 bp, enquanto a clivagem do alelo G
produziu fragmentos de 316 e 90 bp.

e Montagem dos haplotipos de HLA-G

Os polimorfismos de 14bp e sitio de ligagdo de microRNA no gene de
HLA-G encontram-se em desequilibrio de ligag&o, alterando a expressdo de HLA-G.
Desta forma, a andlise dos hapl6tipos representadas por eles torna-se de grande
importancia na avaliagdo da relacdo com a presenga de PE. Os genotipos referentes

ao polimorfismo de 14bp e microRNA foram analisados conjuntamente através do
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programa MLocus e WInPEPI, originando os possiveis hapl6tipos de cada grupo
experimental (ins/G, ins/C, del/G e del/C) e suas respectivas frequéncias.
e Anélises estatisticas

Todas as variaveis quantitativas foram testadas para normalidade de
distribuicdo através do teste de Kolmogorov-Smirnov. As anélises de marcadores de
superficie em células sanguineas (CMSP) provenientes das gestantes com ou sem
pré-eclampsia e de gestantes em complicagBes gestacionais foram avaliadas por
testes ANOVA ou Kruskal-Wallis H. Os niveis de proliferagdo linfocitaria na
presenca de DEX foram analisados por analise de varidncia (ANOVA) de medidas
repetidas que incluiu uma variavel de agrupamento (pré-eclampticas versus controle
ou versus sem complicagdes) e uma varidvel das medidas analisadas (as trés
concentragdes de hormonio DEX). J& nas analises relacionadas aos polimorfismos no
gene de HLA-G, as frequéncias alélicas das variantes polimdrficas foram
determinadas através da contagem direta dos alelos. As freqliéncias alélicas e
genotipicas dos pacientes foram entdo comparadas com as freqiiéncias observadas
nas amostras controle usando-se o Teste Qui-Quadrado (y?) ou 0 Teste Exato de
Fisher. Os resultados sdo apresentados na forma de frequéncias, com nivel de
significancia estabelecido em a<0,05. Todos os dados foram analisados no programa
SPSS 15.0.

e Aspectos éticos e legais

O presente projeto foi submetido a avaliagio pelo comité de Etica em

Pesquisa do GHC (Grupo Hospitalar Conceicdo — Porto Alegre) (Anexo 2), sendo o

mesmo iniciado apenas ap0s aprovacdo pelo comité.
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RESULTADOS
Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos de 14bp em HLA-G

Quarenta e oito gestantes foram genotipadas para o polimorfismo HLA-G
3’UTR +14pb, sendo comparados o gendtipo delecdo/insercdo de 14pb e a
frequéncia alélica em gestantes com PE (n=21), controle (n=21) e gestantes sem
complicagdes (n=6). A distribuicdo genotipica para o polimorfismo de delecéo de 14
pb do HLA-G materno nos trés grupos analisados estava em equilibrio de Hardy-
Weinberg (tabela I). A distribuicdo geral dos genoétipos e das frequéncias alélicas e
genotipicas nos grupos estudados sdo mostradas na tabela Il. Os resultados
analisados ndo apresentaram nenhuma diferenca estatisticamente significativa em

relacdo as frequéncias alélicas e genotipicas nos trés grupos avaliados.

Haplétipos de HLA-G 3’UTR 14bp e 3’UTR miRNA

Os polimorfismos 3’UTR 14 pb (+2960) e 3’'UTR miRNA C/G (+3142) estdo
em desequilibrio de ligacdo. Desta forma, a frequéncia dos haplotipos del/C, del/G,
ins/C e ins/G nos grupos de gestantes com PE, controle e sem complicagdes foi
comparada. A distribuicdo dos haplétipos e a frequéncia haplotipica dos grupos séo
mostradas na tabela I11. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as
frequéncias dos hapl6tipos dos trés grupos analisados. O haplétipo ins/G apresentou
maior frequéncia tanto no grupo de gestantes com pré-eclampsia (0,40) quanto no

grupo controle (0,45) e sem complicagdes (0,58).

Perfil de ativagéo celular
O perfil de ativagdo celular dos linfécitos TCD4+ das gestantes com PE,

controle e sem complicagdes foi determinado atraveés da medida da frequéncia de
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expressdo do marcador de ativagdo celular CD69 nessas células. Analisando os
resultados obtidos, nosso estudo revelou uma alta frequéncia de expresséo de células
T CD4+CD69+ nas gestantes com PE (p=0,04; média 36,6% + 10,8) quando
comparadas as sem complicagdes (média 25,2% + 8,5) (figura 1A). Em relagdo as
gestantes controle, ndo houve diferenca estatistica significante na frequéncia de
expressdo de celulas TCD4+CD69+ (p=0,197; média de expressdo nas gestantes

controle 30,9% + 10,5) (tabela 1V).

Células NK periféricas

Analisou-se a frequéncia de células NK periféricas (CD56+CD3-) em
gestantes com pré-eclampsia (média 9,0% + 0,3), controle (média 8,3% + 0,4) e sem
complicagbes (média 10,4% + 0,08). Comparando as frequéncias de células NK
periféricas nos trés grupos, nenhuma diferenca estatistica significante foi encontrada

(tabela 1V).

Expressao de HLA-G em mondcitos e linfocitos na pré-eclampsia e expressédo do
receptor ILT-2 em mondcitos

A molécula HLA-G de membrana pode ser expressa em altos niveis na
superficie de células monociticas durante a gestacdo. Nos linfocitos, no entanto, a
expressdo de HLA-G é baixa. Ambas as células podem expressar, além da molécula
HLA-G, receptores para essa molécula, como o ILT-2. Sendo assim, as células
mononucleares do sangue periférico das gestantes com PE, controle e sem
complicagdes foram imunofenotipadas para CD14+HLA-G+ (expressdo de HLA-G
em mondcitos), CD14+ILT2+ (expressdo do receptor ILT-2 em mondcitos) e

CD3+HLA-G+ (expressdo de HLA-G em linfocitos). Nossos resultados revelaram
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uma baixa frequéncia de expressdao de HLA-G nos mondcitos de gestantes com PE
(p=0,01; 40,2% + 22,6) quando comparadas as gestantes controle (média 59,1% +
19,8) e as gestantes sem complicagbes (média 78,2% + 9,5) (figura 2). Nossos
achados ainda revelaram uma diminuicéo na frequéncia de expressédo de HLA-G em
linfocitos de gestantes com PE (p=0,005; média 1,6% + 2,0) em relacdo a frequéncia
encontrada nos linfécitos de gestantes sem complicagdes (média 5,2% + 2,0) (figura
1B). Cabe ressaltar que o grupo de gestantes sem complicagdes apresentou uma
frequéncia de expressdo de HLA-G bem elevada tanto em mondcitos como nos
linfocitos (média 78,2% * 9,5 e 5,2% + 2,0, respectivamente), quando comparadas
aos outros grupos de estudo. Quanto & expressdo do receptor ILT-2 em mondcitos,

ndo houve variagdo de expressao entre os trés grupos (p=0,5) (tabela V).

Células Treg x pré-eclampsia

A populagdo de células T regulatérias presente nas gestantes com PE,
controle ou sem complicacdes, foi determinada pela expresséo intracelular de Foxp3,
expressdo de superficie de CD4 e pela alta frequéncia de expressdo do marcador de
ativacéo celular CD25+ (CD25""™) nas células mononucleares do sangue periférico.
Nossas analises revelaram que as gestantes pré-eclampticas apresentaram uma média
de intensidade de fluorescéncia (MFI, do inglés “Mean Fluorescence Intensity”) de
Foxp3 elevada, quando comparadas a das gravidas do grupo controle (p=0,02; mfi:
174,4 £+ 70,2 PE versus mfi: 100 £ 75 controle) (figura 3). Porém, avaliando a
frequéncia destas células (CD4+CD25""Foxp3+), ndo houve diferenca estatistica
na populagdo de linfocitos do sangue periférico entre os grupos analisados (Tabela

V).
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Proliferacdo linfocitica induzida por mitégeno e proliferagéo basal x pré-
eclampsia

A anélise da proliferagdo linfocitica induzida pelo mitdégeno (Pha) ndo
apresentou variagdo significante entre os grupos: gestantes com PE (p=0,55; média
AOD 0,251 + 0,136), controle (média AOD 0,282 + 0,138) e sem complicagdes
(média AOD 0,314 + 0,078). Contudo, quando se considerou somente a proliferacdo
linfocitica basal - sem a estimulagdo com Pha -, os resultados mostraram uma média
de proliferacdo basal elevada em gestantes com PE quando comparadas as gestantes
sem complicac@es (p=0,03; média OD 0,374 + 0,096 PE versus OD 0,269 + 0,054 sem

complicagdes) (figura 4).

Resisténcia a supressao da proliferacdo celular na presenga de dexametasona e
sua relacdo com a pré-eclampsia

A inibicdo da proliferacdo celular linfocitica é uma das a¢des mediadas por
corticosterdides. O estresse cronico é marcado por inibi¢do da proliferacéo celular e a
exposicdo repetitiva a altos niveis de glicocorticoides como nas condicdes
estressantes pode induzir resisténcia a agdo supressora destes hormonios. Desta
forma, analisamos se ha uma diferenga de sensibilidade ao estimulo de inibi¢do da
proliferacdo celular induzido pela presenga de dexametasona (um glicorticOide
sintético) em gestantes com PE, controle e sem complicagdes. Nossos resultados
revelaram que os linfocitos de mulheres com PE apresentaram niveis de proliferacdo
celular elevados na presenca de dexametasona (10°°) quando comparadas as gestantes
controle (p=0,03; média OD 0,255 + 0,1 PE versus OD 0,141 * 0,09 controle) (figura

5). Desta forma, mulheres com PE parecem ser resistentes a acdo inibitoria da
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proliferacdo celular induzida por glicocorticoides nas concentragdes de

dexametasona testadas.

DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliamos parte da complexa rede de interagdes imunoldgicas
durante o processo de gestagdo, visando um melhor entendimento dos mecanismos
de aceitagdo e tolerancia materna ao feto em condig¢Ges normais ou patologicas, como
na pré-eclampsia.

No presente estudo, ndo observamos diferengas estatisticas entre as
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos de HLA-G 3’ UTR
(insercdo/delecdo de 14bp e polimorfismo no sitio e ligacdo de microRNA) entre
gestantes com PE, controle e sem complicagdes. Estes resultados estdo de acordo
com andlises prévias, nas quais ndo se verifica associacdo significativa entre o

15, 41-43

gendtipo HLA-G materno e pré-eclampsia . No entanto, nosso grupo ja

demonstrou que esse polimorfismo parece afetar o desenvolvimento da PE em

mulheres primiparas *°

. Estudos mostram que o alelo contendo os 14pb esta
associado a baixos niveis de mRNA de HLA-G em quase todas as isoformas de
amostras heterozigotas de trofoblastos do primeiro trimestre gestacional ***¢. Ainda,
analisando a associacdo entre o gendtipo fetal para HLA-G 14pb e o
desenvolvimento de pré-eclampsia materno, a literatura € contraditéria. Alguns
trabalhos ndo verificaram associacdo entre esse polimorfismo no feto e a pre-

eclampsia “ 4> 4/

, porém outros relataram uma associacdo positiva entre o genotipo
fetal +14pb/+14pb e o desenvolvimento materno de pré-eclampsia “**°. Analisamos,
entdo, se haveria variacdo na frequéncia haplotipica (haplétipos del/C, del/G, ins/C e

ins/G) dos polimorfismos HLA-G 3* UTR 14pb e C/G (posi¢do +3142) nos grupos
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de gestantes com PE , controle e sem complicagbes. Nossos resultados néo
mostraram associacdo entre os hapldtipos avaliados e a pré-eclampsia. Ainda nédo
estd descrita na literatura a interacdo entre esses haplétipos e essa patologia, somente
a relacdo do haplétipo del/G com baixos niveis de mRNA da molécula HLA-G *°,
Em relagdo a expressdo da proteina HLA-G na membrana celular, os dados aqui
analisados revelaram que tanto em linfdcitos quanto em mondcitos, esses niveis
estavam diminuidos em mulheres com PE. Além disso, em gestantes que néo
apresentavam complicacOes gestacionais, a expressdo de HLA-G tanto em mondcitos
quanto em linfocitos, estava bem elevada (média de expressdo em mondcitos 78,2 %
+ 9,5; média de expressdo em linfécitos 5,2 % =+ 2,0). Alegre e colaboradores * em
um estudo longitudinal com mulheres que desenvolveram uma gravidez normal
verificaram um pico de expressdo de HLA-G em mondcitos estimulados com IFN-y
de 75%. Na literatura, baixos niveis séricos e trofoblasticos de HLA-G séo
encontrados em gestantes com PE e em mulheres que apresentam outras
complicagbes gestacionais, como aborto recorrente e descolamento prematuro da
placenta % *3 1019 51 ' A haixa expressio de HLA-G de membrana em monécitos e
linfécitos demonstrados corroboram com a teoria da “maladaptacdo imunoldgica”
como uma das causas da pré-eclampsia, visto que, a molécula HLA-G é responsavel
por diversos processos de tolerancia imunoldgica necessarios para uma gestagdo
bem-sucedida ** °2%2,

A ativagdo linfocitaria ocorre concomitantemente com um aumento da
expressdo de CD25 e CD69 de superficie nessas células e aumento da proliferacdo
celular ®*. A estimulacdo mitogénica provocada pela Pha, utilizada neste estudo,
mimetiza o processo natural de defesa do nosso organismo, quando linfécitos

reconhecem antigenos nao-proprios e séo induzidos a proliferar **. Nossos resultados
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demonstraram uma média de frequéncia de células TCD4+CD69+ elevada em
gestantes com PE (36,6%) em relagdo as gravidas sem complicaces gestacionais
(25,2%). Prado-Drayer e colaboradores >> também verificaram uma média de células
T CD4+C69+ diminuida em mulheres que apresentavam uma gestacdo normal em
comparagdo com gestantes que apresentavam complicagfes, como abortos
recorrentes. Ainda, nosso estudo sugere uma relacdo entre o aumento dos niveis de
proliferacdo celular basal (sem o estimulo de Pha) e a ocorréncia de PE, pois as
gestantes com PE apresentaram uma proliferagcdo celular basal elevada quando
comparadas a proliferagdo basal de gestantes sem complicacdes. Essa proliferagdo
aumentada concorda com os resultados de um perfil de ativagdo maior em gestantes
com PE. Além disso, nas gravidas com PE pode estar ocorrendo maior proliferacdo
celular devido a maior ativacgdo celular em resposta a presenca do feto semialogénico
enfatizando a teoria da “maladaptagéo imunoldgica” materna.

As células NK constituem de 60% a 70% dos linfécitos maternos isolados da
interface materno-fetal *°. Sua citotoxicidade deve ser regulada por citocinas e
moléculas reguladoras como HLA-G. Nosso estudo ndo revelou diferenca
significativa entre as frequéncias de células NK periféricas circulantes em gestantes
com PE, controle ou sem complicagBes. Entretanto, Prado-Drayer e colaboradores >
verificaram baixos niveis de células NK em gestantes saudaveis, porém, estes dados
foram revelados em comparacdo com 0s niveis encontrados em gestantes com
abortos recorrentes.

As células T regulatérias (Treg) possuem um papel importantissimo na
imunorregulacdo da gestacdo, e sdo caracterizadas pela expressdo de
CD4+CD25"" 5. O fator de transcricdo Foxp3 é considerado o marcador mais

confidvel para esse tipo celular, sendo sua expressdo muito importante para a
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caracteristica supressora dessas células. As Treg séo hoje ditas como os principais
mediadores da tolerancia periférica *°. Nossas anélises revelaram uma média de
intensidade de fluorescéncia (MFI, do inglés “Mean Fluorescence Intensity”) de
Foxp3 aumentada nas gestantes com PE, quando comparada as gestantes do grupo
controle. Entretanto, ndo houve variagdo na frequéncia de ceélulas Treg
CD4+CD25""Foxp3+ periféricas entre 0s grupos estudados. Desta forma, mesmo
ndo havendo diferenga nas frequéncia de Treg entre as gestantes com PE, controle e
sem complicacdes, as células Treg das mulheres com pré-eclampsia apresentam uma
maior expressdo de Foxp3 (intensidade de fluorescéncia). Esse aumento de
intensidade de expressdo de Foxp3 pode ser uma tentativa de controlar a resposta
inflamatoria deletéria ou exacerbada que pode estar presente na pré-eclampsia. Desta
forma, as gestantes com PE estariam desenvolvendo mecanismos imunorregulatorios
a fim de controlar a exacerbagdo da doenca na tentativa de manter uma gestagéo de
sucesso. Estes resultados estdo de acordo com os revelados por Paeschke e
colaboradores *°, uma vez que eles ndo verificaram diferenca significativa entre as
concentragdes séricas de celulas Treg em gestacbes apresentando pre-eclampsia
quando comparadas as saudaveis. Contudo, estudos recentes tém mostrado uma
menor concentracdo sérica de linfécitos T CD4+CD25+Foxp3+ em gestantes que
desenvolveram PE em comparacéo a mulheres com gravidez saudével °* ®*. Sasaki e
colaboradores ®? identificaram que essa concentragio de Treg nas gestantes com PE é
inferior ainda a concentracdo em mulheres ndo gravidas.

Uma vez que os glicocorticoides atuam nos fatores que levam a uma gestagao
bem sucedida ®, e que a modulag&o desses horménios é afetada por disttrbios de

28,29

humor , patologias gestacionais - como a pré-eclampsia - podem estar

relacionadas a disfungdes emocionais. Ainda, alguns estudos tém descrito que
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linfocitos expostos cronicamente aos glicocorticdides, como ocorre durante o
estresse cronico, podem tornar-se resistentes in vitro aos efeitos imunossupressores
destes esterdides ** ®“®. Portanto, avaliamos a resisténcia & imunossupresséo da
proliferacdo celular das CMSP na presenca de dexametasona nas gestantes com PE,
controle ou sem complicacfes. Nossas analises revelaram que mulheres com PE séo
resistentes in vitro a inibicdo da proliferacdo celular induzida pelo glicocorticoide
sintético dexametasona na concentracao 10°®, tendendo a ser resistentes também nas
outras concentragGes deste corticosteroide. Estes dados podem sugerir que as
mulheres que apresentam PE estejam mais estressadas ou deprimidas. Porém,
caracteristicas psicolégicas e quantitativas dos pardmetros do estresse devem ser
avaliadas. Em dois estudos anteriores, um em 2000 %’ e o outro em 2007 %, a
depressdo e ansiedade no inicio da gestacdo foram relatadas como fatores de risco
para o desenvolvimento de pré-eclampsia, aumentando em até 2 vezes a chance do
desenvolvimento desta patologia. Ambos distirbios de humor levam a um estado de
estresse. Uma vez que 0 estresse cronico pode causar resisténcia in vitro aos efeitos
imunossupressores dos glicocorticoides na proliferagdo celular e que essa resisténcia
foi observada no nosso estudo em mulheres pré-eclampticas, podemos sugerir uma
relacdo entre estresse e a pré-eclampsia. Mulheres com PE tendem a ser mais
estressadas e isso pode contribuir para 0 aumento na resisténcia a acdo de
glicocorticdides observada. Contudo, 0s mecanismos que levam a essa relacdo
devem ser profundamente avaliados. Poucos estudos sdo descritos na literatura
abordando este tema. Em um estudo de 2008 ®, ndo foi observada associacéo entre
estresse na primeira metade da gestacdo e pré-eclampsia ou hipertensdo gestacional

em mulheres nuliparas. Entretanto, em um trabalho mais recente, Shamsi e
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colaboradores ©®

relataram haver associacdo entre o desenvolvimento de pré-
eclampsia e estresse mental durante a gravidez.

Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que a regulacdo dos
componentes imunolégicos no sangue periférico pode ser importante na modulagéo
de funcdes efetoras de células envolvidas na manutencdo de uma gravidez saudavel.
AlteracBes nos niveis protéicos de moléculas do sistema imune, bem como a
presenca de distdrbios emocionais parecem estar relacionadas com desenvolvimento
de complicagdes gestacionais, como a pré-eclampsia. No entanto, mais estudos séo
necessarios para esclarecer os mecanismos moleculares e os eventos periféricos
especificos na rede imunolégica envolvidos na manutengdo da gravidez de sucesso

ou no desenvolvimento fisiopatol6gico de complicagBes gestacionais, como a pré-

eclampsia.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela I - Equilibrio de Hardy-Weinberg para genotipo HLA-G 3’ UTR 14pb entre mulheres com pré-eclampsia, controle
e sem complicacOes gestacionais.

Gendtipo HLA-G Gestantes com pré- Gestantes controle Gestantes sem
(polimorfismo 3’UTR) eclampsia complicagBes
(n =21) [(freq)] x (n =21) [(freq)] x (n =6) [(freq)] x
-14 pb/+14 pb
Ndmero observado 14 (0,66) 1,71 14 (0,66) 1,71 4(0,7) 0,63
NUmero esperado 9,89 9,89 2,69
+14 pb/+14 pb
Ndmero observado 6 (0,29) 0,53 6 (0,29) 0,53 2(0,3) 0,16
NUmero esperado 8,07 8,07 2,65
-14 pb/-14 pb
Ndmero observado 1(0,05) 1,36 1(0,05) 1,36 0(0,0) 0,65
NUmero esperado 3,03 3,03 0,65
Total 3,6 3,6 1,44

x* tabelado (a.=0,05; gl = 1) = 3,84 (p > 0,05).

gl = grau de liberdade; freq = frequéncia

58



Tabela Il - Distribuicdo geral dos genotipos e das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
HLA-G 3’ UTR 14pb em gestantes com pré-eclampsia, controle e sem complicacdes gestacionais.

Gestantes com pré- Gestantes controle Gestantes sem
eclampsia complicagGes
(n=21) [(freq)] (n=21) [(freq)] (n = 6) [(freq)]
Genotipo HLA-G
(polimorfismo 3’UTR)
-14 pb/+14 pb 14 (0,66) *° 14 (0,66) 4(0,7)°
+14 pb/+14 pb 6 (0,29)*° 6 (0,29)° 2(0,3)°
-14 pb/-14 pb 1 (0,05)*¢ 1(0,05)* 0(0,00¢
Alelo HLA-G
(polimorfismo 3’UTR)
delecéo de 14 pb 16 (0,38) 16 (0,38)" 4 (0,33)¢
insercio de 14 pb 26 (0,62) ™° 26 (0,62)" 8(0,67)°

4¥*=0,00,gl =2, p=1.00; °4°=0,00, gl = 1, p = 1,00;
©4*=0,351,gl =1, p =0,554; “¥*= 0,321, gl =2, p = 0,852.

gl = grau de liberdade; freq = frequéncia
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Tabela 111 — Distribuicdo dos haplétipos del/C, del/G, ins/C e ins/G e frequéncias haplotipicas nos grupos
de gestantes controle, com pré-eclampsia e sem complicagBes gestacionais.

Gestantes controle Gestantes com pré- Gestantes sem

eclampsia complicacdes
(n=21) (n=21) (n=6)

Haplétipos N° de haplotipos (freq) N° de haplétipos (freq) N° de haplétipos (freq)

del/C 9 (0,21) 13(0,3) 4 (0,33)
del/G 7(0,17) 9(0,22) 1(0,08)
ins/C 7(0,17) 3(0,08) 0 (0,00)
ins/G 19 (0,45) 17 (0,40) 7 (0,58)

p > 0,05.

gl = grau de liberdade; freq = frequéncia
del/C = delecdo de 14pb/C; del/G; delecdo de 14pb/G; ins/C = insercdo de 14pb/C; ins/G = insercdo de
14ph/G
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Tabela 1V - Frequéncias de expressdo das populacdes celulares analisadas nas células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) de gestantes com pré-eclampsia, controle ou sem complicacdes.

PE Controle Sem complicagdes
(n=26) (n=25) (n=6)
ME DP ME DP valor-p ME DP valor-
p
CD4+/ CD69+ 36,6% 10,8 30,9% 10,5 0,040 25,2% 8,5 0,053
Células NK 9,0% 0,3 8,3% 04 0,423 10,4% 0,08 0,423
HLA-G em 1,6% 2,0 2,7% 2,4 0,006 5,2% 2,0 0,005
linfocitos
HLA-G em 40,2% 22,6 59,1% 19,8 0,001 78,2% 9,5 0,002
mondcitos
ILT-2em 50,0% 26,7 55,1% 28,1 0,512 65,1% 26,6 0,512
mondcitos
Treg freq 6,9% 3,7 6,1% 2,54 0,194 4,3% 1,0 0,194
Treg mfi 174,4 70,2 100,0 75,0 0,022 124,2 33,8 0,274

Valores em negrito: p <0,05.

PE = grupo de gestantes com pré-eclampsia; ME = média de expressao; DP = desvio padrdo; Treg freq = frequéncia
de células T regulatérias; Treg mfi = média de intensidade de fluorescéncia das células T regulatdrias.
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Figura 1 - Expressdo de marcadores de superficie celular em CMSPs de gestantes
com pré-eclampsia, controle e sem complicagdes. O fendtipo de linfocitos periféricos
foi determinado através da utilizacdo de anticorpos especificos, apos a estimulacdo
antigénica com Pha. Nés encontramos alta expressdo de células TCD4+CD69+ em
gestantes com pré-eclampsia em relacdo as sem complicagbes (p=0,04) (A). Em
relacdo a frequéncia de expressdao de células TCD3+HLA-G+, os resultados
mostraram reduzida expressdo linfocitica de HLA-G em gestantes com PE em
relacdo ao grupo sem complicagdes (p=0,005) (B).

PE = grupo de gestantes com pré-eclampsia, CMSPs = Células mononucleares de
sangue periférico; Pha = fitohemaglutinina.
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Figura 2 — Expressdo de HLA-G na superficie de mondcitos das gestantes com PE,
controle e sem complicagBes. ApOs o tratamento com Pha, as células mononucleares
do sangue periférico das gestantes foram fenotipadas, utilizando anticorpos
especificos para HLA-G e CD14. Os resultados mostram uma expressdo de HLA-G
diminuida nos mondcitos (CD14+HLAG+) de gestantes com PE em relagdo a
expressdo encontrada para o grupo controle e para o grupo sem complicagOes
(p=0,012 e p=0,002, respectivamente), sendo as médias de expressdo de cada grupo
mostradas nos histogramas (78% nas gestantes sem complicacéo, 59% nas gestantes
controle e 40% nas gestantes com PE).

PE = grupo de gestantes com pré-eclampsia; Cl = controle de isotipo; Pha =
fitohemaglutinina.
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Figura 3 — Anélise da expressdo de FoxP3 nas células T regulatdrias das gestantes
com PE e das gestantes controle. Apds o tratamento com Pha, as células
mononucleares do sangue periférico foram fenotipadas, utilizando anticorpos
especificos para CD25, Foxp3 e CD4. Para a analise de expressdo de FoxP3 nas
células Treg, primeiramente a populacéo de linfocitos era delimitada (A), em seguida
as células Treg CD4+CD25"" da populagéo de linfécitos eram identificadas (B),
criando-se, ap6s, um histograma da 4rea na qual as células Treg CD4+CD25""*
encontravam-se dispostas para determinar, entdo, a intensidade de expressdo de
FoxP3 (C). Os resultados encontrados no nosso estudo revelaram uma MIF da
expressao de FoxP3 elevada nas Treg das gestantes com PE em relacéo as gestantes
controle (p=0,02) (C).

Histograma azul: mfi do grupo controle; Histograma verde: mfi do grupo de
gestantes com PE. Cl = controle de isotipo; MIF = media de intensidade de
fluorescéncia; PE = pré-eclampsia; MIF PE = média de intensidade de fluorescéncia
das gestantes do grupo das gestantes com pré-eclampsia; MIF CONTROLES
média de intensidade de fluorescéncia das gestantes do grupo controle; Treg
células T regulatorias.
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Figura 4 — Ensaio de proliferacdo celular basal por MTT. As células mononucleares
do sangue periférico (CMSP) foram cultivadas por 96 horas em meio completo sem
Pha para a determinagédo de sua proliferagdo basal. Os resultados revelam uma maior
media de proliferacdo celular basal em mulheres com pré-eclampsia (OD 0,374 +
0,096) quando comparada as mulheres sem complicacbes gestacionais (OD 0,269 *
0,054) (p=0,03). As gestantes do grupo controle apresentaram uma média de
proliferacdo celular basal de OD 0,323 = 0,09.

PE = grupo de gestantes com PE; Controle = grupo de gestantes controle; Sem
complicagOes = grupo de gestantes sem complica¢fes; MTT = 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-brometo de 2,5-dimetiltetrazdlio; Pha = fitohemaglutinina.
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Figura 5 — Ensaio de proliferagdo celular na presenca ou auséncia do
glicocorticoide dexametasona. As células mononucleares do sangue periférico das
gestantes com PE, controle e sem complica¢Bes foram cultivadas por 96h em meio
completo com 1% de Pha, contendo dexametasona nas concentragdes 10,1010
(molar) ou ndo contendo esse glicocorticdide. O grafico mostra a média de
proliferacdo celular das gestantes com PE e controle em cada concentracdo de
dexametasona analisada, bem como na auséncia desse corticosterdide. Os nossos
resultados revelaram uma maior média de proliferacéo celular nas gestantes com PE
em relacdo as controle na presenca de uma concentragdo de 10° de dexametasona
(p<0.03).

Linha azul = gestantes controle; linha vermelha = gestantes com PE. PE = pré-
eclampsia; DEX = dexametasona; Pha = fitohemaglutinina.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho abordou alguns mecanismos imunorreguladores
presentes durante o desenvolvimento de uma gestacdo complicada ou ndo por pré-
eclampsia e de gestacdo sem complicacdo. A pré-eclampsia é uma patologia que
apresenta uma etiologia imunoldgica baseada na maladaptagdo imunoldgica do
sistema materno em relagcdo a presenca do feto semi-alogénico. Desta forma, a
abordagem dos mecanismos efetores imunolégicos que medeiam a gestacdo €
fundamental para o correto entendimento do mecanismo de ag&o e desenvolvimento
desta patologia. Esperamos poder ter contribuido para a elucidacdo de parte deste
mecanismo de regulagdo imunoldgica da pré-eclampsia. Ao longo deste trabalho,
observamos que as células NK periféricas encontram-se em frequéncias iguais tanto
na gestacdo ndo complicada, quanto na complicada por PE ou Seu grupo controle.
Porém, descrevemos que gestantes sem complicacfes gestacionais apresentam uma
maior frequéncia de expressdo de HLA-G em linfocitos e mondcitos em relacéo a
gestantes com PE ou o grupo controle destas. Desta forma, salientamos a importancia
da expressdo e regulacdo da molécula HLA-G na manutengdo de uma gestacdo
saudavel, como uma molécula imunossupressora, capaz de controlar possiveis
mecanismos inflamatorios excessivos. Alteracbes tanto nos niveis protéicos
expressos na superficie celular quanto nas frequéncias de polimorfismos no gene
desta molécula foram avaliados neste trabalho. Sendo assim, propusemo-nos a
estudar também alguns aspectos imunogenéticos que pudessem contribuir para a
elucidacéo da patogénese da pré-eclampsia e sua relacdo com HLA-G. Avaliamos a
frequéncia de variantes polimorficas no gene HLA-G e sua relagdo com o
desenvolvimento de PE, porém ndo encontramos diferencas significativas entre as
frequéncias destas variantes alélicas e o desenvolvimento de pré-eclampsia. Contudo,
quando avaliamos a expressdo do receptor de HLA-G (ILT-2) na superficie de
monacitos, ndo encontramos diferengas marcantes nas frequéncias de expressdo
celular deste receptor em gestantes com PE, controle ou sem complicagdes
gestacionais. Em relagdo ao perfil de ativagdo celular, observamos que as gestantes
com PE apresentam altas frequéncias de linfocitos T CD4 recém ativados (CD69+)

quando comparadas as gestantes sem complicacBes gestacionais. Esta caracteristica
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de ativacdo pode ser responsavel pelo ambiente inflamat6rio desregulado na
patofisiologia da PE.

Observamos ainda que, gestantes com pré-eclampsia apresentam uma maior
resisténcia & agdo antiinflamatoria dos glicocorticoides (no caso dexametasona) em
ensaios de proliferacdo celular, o que pode indicar um aumento do nivel de estresse
nestas pacientes, acarretando resisténcia a a¢do destes horménios. Vimos também
que as células Treg apresentam média de intensidade de fluorescéncia de Foxp3
elevada em gestantes com pré-eclampsia e isso acarreta consequéncias imunolégicas
para a homeostase da gestacdo. Como estas células desempenham fungdes
regulatorias supressoras importantes, o aumento desta expressdo pode significar uma
tentativa de controlar um ambiente inflamat6rio exacerbado durante a pré-eclampsia.
Por outro lado, a diminuicdo da frequéncia de células Treg pode levar a um ambiente
imunolégico menos regulado, mais inflamatdrio e consequentemente mais agressivo
ao feto.

Apesar de avaliar inGmeros marcadores imunoldgicos de interesse que
influenciam o perfil de uma gestacdo de sucesso ou ndo, este trabalho apresenta
limitagcGes que devem ser consideradas: (1) o tamanho amostral reduzido pode ser
um fator contribuinte para a auséncia de significAncia estatistica nas analises
genéticas de HLA-G como representante de uma amostra populacional. Porém, a
avaliacdo em conjunto da relacdo entre os niveis protéicos de HLA-G e seu perfil
génico nas mesmas pacientes, torna-se um ponto forte deste trabalho. Ainda, (2) a
dosagem dos niveis séricos da molécula HLA-G sollvel através de técnicas como
ELISA seria um fator contribuinte para os dados aqui apresentados. De outra forma,
(3) amostras de placenta ou corddo umbilical poderiam ser obtidas visando comparar
0s componentes imunoldgicos avaliados neste trabalho em sangue periférico, com os
expressos diretamente na interface materno-fetal. Ainda, (4) a dosagem de cortisol
em cada gestante poderia complementar as andlises de resisténcia a agdo de
glicocorticdides durante a proliferagdo celular, visto que este hormdnio atua como
medidor dos niveis de estresse. Porém, cabe ressaltar o fato de que as analises nos
niveis de cortisol estdo em andamento em nosso laboratério a partir de amostras
salivares coletadas das gestantes aqui avaliadas.

Neste trabalho avaliamos as alteragdes imunoldgicas durante a gestacdo
focando o0 envolvimento das alteracbes imunogenéticas e efetoras no

desenvolvimento de complicacbes como a pré-eclampsia. Torna-se relevante o
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potencial imunorregulador da molécula HLA-G, contribuindo para um melhor
entendimento do processo da patogénese da pré-eclampsia. Os dados aqui
apresentados reforcam o fato de que componentes imunoldgicos desempenham papel
fundamental no controle da aceitagdo materna ao feto e agem em conjunto, numa
delicada rede de interagdes. Porém, mais estudos sdo necessarios para se entender

completamente a rede de imunorregulagéo de uma gestagdo bem sucedida.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Cara senhora,

A chance de uma mulher ganhar um bebé com salde e leva-lo para casa
depende, entre outras coisas, do meio ambiente (comida, poluigdo, etc.) e das
caracteristicas genéticas dos pais. Algumas mulheres ndo conseguem ter esses bebés,
pois abortam. Os motivos que levam ao aborto ainda ndo estdo muito claros.
Acredita-se que made ndo consiga “segurar” a gravidez por problemas imunes e
genéticos (rejeicéo feita pelo sistema de defesa do corpo humano).

Estamos convidando a senhora a nos ajudar a compreender esses problemas
imunogenéticos, através de um estudo que estamos realizando. Para tanto, estamos
solicitando a sua permissdo para realizarmos colheita do seu sangue e saliva para
estudar e avaliar substancias (particulas ligadas as células do sangue) que estéo
relacionadas com a chance de ter um bebé. NoOs iremos realizar 1 (uma) coleta de
sangue. O sangue serd processado imediatamente apds coleta para ser analisado e
descartado logo apds analise, ndo sendo armazenado para manipulacdes posteriores.
Com ele, iremos fazer estudos das células do sistema de defesa da gestante. Iremos
comparar 0os mecanismos de defesa em gestantes durante diferentes periodos da
gestacdo. O risco associado com essa coleta de sangue € minimo (hematoma no local
onde foi inserida a agulha).

Se houver necessidade de ficar sabendo qual o é resultado do seu exame, a
senhora poderd saber, quando o mesmo estiver disponivel, sem penalidades ou
prejuizo ao seu cuidado. O material obtido ndo serd utilizado para fins comerciais.
Fica garantido o sigilo e a privacidade das pacientes quanto aos dados confidenciais
envolvidos na pesquisa. Os dados gerados serdo armazenados por 5 anos e estardo a
inteira disposi¢do da senhora para acompanha-los. A doadora tem a total liberdade de
nao querer entrar no estudo, ou de sair do mesmo, quando achar necessario, sem que
isso traga prejuizos ao seu cuidado. N& ha formas de ressarcimento ou de
indenizagdo decorrentes da participagdo na pesquisa.

O professor José Artur Bogo Chies e a aluna de doutorado Priscila Vianna séo
0s bidlogos responséveis pela anélise do material cedido pela paciente. Caso haja a
necessidade de maiores explicacdes, a senhora poderd nos conectar através do
ndmero (51) 3308-6740 (com Professor José Artur Bogo Chies), através do
endereco: UFRGS, Av. Bento Gongalves, 9500 — Campus do Vale, prédio 43.323 -
sala 221 ou ainda pelos emails: priscila.vianna@ufrgs.br e jabchies@terra.com.br.
“Qualquer questdo ética poderei entrar em contato com a Coordenacéo do Comité de
Etica em Pesquisa do GHC pelo telefone (51) 3357-2407".

Este documento se encontra em duas vias de igual contetido e valor.

Eu, , abaixo assinada,
ciente dos termos acima descritos, permito a colheita de meu sangue para a pesquisa
das células CD4+CD25+ e do balanco Th1/Th2 para o estudo do sucesso da minha
gravidez.

(Assinatura da doadora) (Assinatura do pesquisador)

(Assinatura Testemunha)

Porto Alegre, de de 2010
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e
RUPO  HOSPITALA; \CEICA
GRUPO FIOSPITALAR CONCEICAO
. HOSPITAL N.5.DA CONCEIGAOS.A. - CNPJ 92787 1180001-20 - A& Francisco  Trein, 596 - F.3341-1300 - Parto AMlegre - RS- CEP: 91350-200
| r HOSPITAL DA CRIANGA CONCEIGAO - (Unidade Pediatrica do Hospital Mossa Senhora da Conceigo 5.4
J -

. HOSPMAL CRISTO REDENTOR S.A. - CNPJ 92,787 126000176 - Rua Domingos Pubbo, 20 - F.3361-3366 - Porto Alegre - RS - CEP: 91040-000
HOSPITAL FEUNA S.A. - CHPJ 92693 134000153 - Rua Mostardeiro, 17 - F.3311-9398 - Porto Alegre - RS - CEP: 91430-001

Yinculados ao Winiztério b Saide - Decreto n® 99.24480

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL NOSSA SENHORA DA
CONCEICAO
GRUPO HOSPITALAR CONCEICAO
CEPHNSC - GHC

Porto Alegre, 13 de maio de 2009

O comité de ética em pesquisa do Grupo Hospitalar Concei¢cdo em 13 de maio de
2009, avaliou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido , referente ao seguinte
projeto de pesquisa:

No CEP / GHC: 143/07

Titulo do Projeto: Avaliacdo de alteracBes no sistema Imunoldgico em gestantes:
analise do envolvimento de células TCD4+CD25+ regulatorias, pré-eclampsia e
balango Th1/Th2.

Pesquisador (a): Priscila Vianna

Orientador (a): José Artur Bogo Chies

PARECER:

Documentacgdo: Aprovados
Aspectos metodoldgicos: Aprovados
Aspectos éticos: Aprovado

Parecer Final: O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, por estar de acordo
com as diretrizes e normas internacionais e nacionais especialmente as resolucoes
196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salde, obteve o parecer de
APROVADO, neste CEP.

Grupo e area do conhecimento: Projeto pertencente ao grupo Ill. Area do
conhecimento: Ciéncias da Saude — Medicina — 4.01.

Consideracdes finais: Toda e qualquer alteracdo do projeto, devera ser comunicados
imediatamente ao CEP/GHC. Somente poderdo ser utilizados os documentos onde
consta a aprovacdo do CEP/GHC. Apo6s a conclusdo do trabalho, o pesquisador
devera encaminhar o relatério final ao Centro de Resultados onde foi desenvolvida a
pesquisa e ao Comité de ética em pesquisa.

— . /.
“ Vitto Giahcristoforo dos Santos
Coordenador-Geral do CEP - GHC
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