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RESUMO

PRADO, K. M. O efeito do microambiente no comportamento placentario:
resposta das vilosidades coridnicas ao soro materno saudavel e pré-
eclamptico. Estudo in vitro. 2019. 92f. Tese (Doutorado em Biologia dos
Sistemas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&ao Paulo,
Sao Paulo, 2019.

Objetivos: Expor vilosidades coridnicas ao soro de gestantes saudaveis ou
pré-eclampticas e analisar a atividade metabdlica celular, o perfil de citocinas
inflamatdrias e a expressao de fatores angiogénicos destas estruturas.
Métodos: Fragmentos da porcdo fetal (explantes) de placentas a termo
(terceiro trimestre) de gestantes saudaveis e pré-eclampticas (PE) foram
tratados com soro materno pré-eclamptico e saudavel durante 24 horas, a
37°C, em atmosfera Umida de 5% de CO,. Foi analisado nas amostras: a
atividade metabolica por meio de ensaios de MTT, producdo de citocinas (por
ELISA: IL-12, IL-6, IL-8, IL-1B, TNF-a e IL-10), e a expresséo génica (por RT-
gPCR) e protéica (por ELISA e Western blot) de sFlt-1 e PIGF.

Resultados: A atividade metabdlica dos explantes placentarios nao foi afetada
pelo tratamento sérico materno. Os explantes de placentas saudaveis tratados
com soro PE aumentaram em duas vezes a relacédo IL-1B: IL-10 e, tiveram
aumento da expressdo génica e protéica de sFlt-1 (p = 0,005; p = 0,008,
respectivamente) e diminuicdo da expressdo génica e protéica de PIGF (p
<0,05; ambos). O tratamento de explantes PE com soro saudavel mostrou uma
diminuicdo de 3,5 vezes na relacdo IL-1 B: IL-10, expresséo elevada de PIGF
(gene e proteina, p <0,001) e sFLT-1 (expresséao proteica, p <0,05).
Conclusdo: Explantes vilosos de gestantes saudaveis alteraram seu
comportamento em funcdo do ambiente PE, mimetizando essa condicdo. Os
explantes de placentas PE foram mais resistentes a mudancas, mostrando um
perfil inflamatério atenuado e um aumento da expressao de PIGF, mas nao
reduziram a expressdo de sFLT-1, como a encontrada em condi¢cdes
saudaveis. Esses dados enfatizam a plasticidade da interface materno-fetal e a
possibilidade de um circuito de auto-alimentacdo resultante de proteinas
circulantes interferindo na fisiologia placentaria, o que pode ser um fator de
agravamento in vivo, nas mulheres com PE.

Palavras-chave: Placenta, Pré-eclampsia, sFlt-1, PIGF, citocinas inflamatérias.



ABSTRACT

PRADO, K. M. Effect of the microenvironment on the placental behavior:
Response of the chorionic villi to normal and preeclamptic pregnant
serum. In-vitro Assay. 2019. 92f. PhD thesis (Biology of Systems) —
Biomedical Sciences Institute of University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2019.

Objectives: To expose chorionic villi to the serum of healthy or pre-eclamptic
pregnant women and to analyze the cellular metabolic activity, the profile of
inflammatory cytokines and the expression of angiogenic factors of these
structures.

Methods: Fragments of the fetal portion (explants) of term placentas (third
trimester) of healthy and preeclamptic (PE) pregnant women were treated with
healthy and pre-eclamptic maternal serum for 24 hours at 37°C in a humid
atmosphere of 5% CO,. Metabolic activity was assessed by MTT assays,
cytokine production by ELISA (IL-12, IL-6, IL-8, IL-1B, TNF-a, and IL-10), and
gene and protein expression of sFlt-1 and PIGF by RT-gPCR and ELISA and
Western blot, respectively.

Results: The metabolic activity of placental explants was not affected by
maternal serum treatment. Healthy placentas explants treated with serum PE
increased twice the IL-1B: IL-10 ratio and had an increase in sFlt-1 gene and
protein expression (p = 0.005, p = 0.008, respectively) and, decreased PIGF
gene and protein expression (P <0.05, both). Treatment of PE explants with
healthy serum showed a 3.5-fold decrease in IL-1B: IL-10 ratio, high expression
of PIGF (gene and protein, p <0.001) and sFLT-1 (protein expression, p < 0.05).
Conclusion: Villous explants of healthy pregnant women changed their
behavior according to the PE environment, mimicking this condition. PE
placenta explants were more resistant to changes, showing an attenuated
inflammatory profile and an increased expression of PIGF, but did not reduce
SFLT-1 expression, as found in healthy conditions. These data emphasize the
plasticity of the maternal-fetal interface and the possibility of a self-feeding
circuit resulting from circulating proteins. The interference in placental
physiology may be a worsening factor in women with PE.

Keywords: Placenta, Preeclampsia, sFlt-1, PIGF, inflammatory cytokines
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A Pré-eclampsia (PE) é uma doenca hipertensiva especifica da gestacéo
gue é a principal causa de mortalidade e morbidade materna e fetal em todo o
mundo. E caracterizada pelo surgimento de hipertensdo e proteiniria apds a
202 semana de gestacéo, acometendo cerca de 10% das gestacdes em todo o
mundo. A cada ano, estima-se que a hipertensdo durante a gestacao,
particularmente a PE, compromete cerca de 10 milhdes de gestacOes
resultando em 76.000 mortes maternas e 500 mil perdas fetais e de neonatos.
Embora sua etiologia ndo esteja bem estabelecida devido a sua natureza
multifatorial, existe uma ampla rede de teorias sobre seu desenvolvimento e
manifestacdo da sintomatologia clinica. Dentre essas a placentacao
inadequada devido ao remodelamento incompleto das artérias espiraladas
uterinas causando, principalmente, estresse oxidativo, hipoperfusdo placentaria
e disfuncdo endotelial sdo caracteristicas marcantes bem estabelecidas na

literatura sobre a PE.

Nesta condicdo, as células do citotrofoblasto extraviloso falham em
invadir o endométrio materno e remodelar o leito vascular, impedindo a
transformacdo das artérias espiraladas. Este fendmeno dificulta o fluxo
sanguineo para a placenta e também resulta em uma alta pressao de perfusdo
no espacgo interviloso. Esse estresse gera um ambiente com baixa
disponibilidade de oxigénio e lesdo das porcdes terminais das vilosidades
coribnicas que se rompem e liberam fragmentos celulares, microparticulas e
vesiculas extracelulares na circulacdo materna. A partir disso, instala-se um
ambiente inflamatério sistémico que promove, dentre outras alteracfes, a
disfuncdo endotelial. Em condigBes patolégicas, como a PE, observa-se
também um desequilibrio na formacé&o e liberagdo de fatores vasoativos pela

placenta na circulagdo materna.

Os muitos estudos sobre a PE ressaltam modificacdes do padrao génico
nos compartimentos uterinos, vasculares e imunoldgicos do organismo materno
e na placenta e organismo fetal. Além disto, mostram claramente alteracées no
padrdo seérico de proteinas-chave, o que também influencia os territérios
placentarios, na medida em que os vilos coribnicos sdo completamente

banhados pelo sangue materno durante a gestacdo. Com base nas evidéncias
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descritas, notamos que esta area na literatura € muito rica, com a preocupacao
de avaliar a deficiéncia na invasdo vascular por parte do trofoblasto e a
participacdo destas células na composicdo de fatores presentes no soro,

correlacionando-os a disfuncdo endotelial, aos quadros de hipertenséo

gestacional e a instalagéo da PE.

Ao contrério, ndo tem recebido muita atencdo na literatura as condi¢cdes
maternas e/ou locais, que estabelecidas na PE poderiam agir direta ou
indiretamente sobre a fisiologia placentaria. Estudos prévios mostraram que o
soro de pacientes com pré-eclampsia pode levar a disfuncdo endotelial em
diferentes graus. Em relagdo as células trofoblasticas, entretanto, ndo se
avaliou ainda se o ambiente pré-eclamptico altera o perfil funcional dessa
populacdo, seja diminuindo a atividade invasiva destas células, induzindo a
expressdo de moléculas-chave na ativacdo do sistema vascular materno, ou
ainda levando a morte destas ceélulas no intersticio do estroma endometrial e
desta forma diminuindo o contingente de células capazes de remodelar os

vasos arteriais uterinos.

7

Neste contexto, a hipGtese desta proposta de investigacdo € que a
expressdo alterada de fatores séricos anti-angiogénicos e de ativagdo vascular
que predominam nas gestantes com PE contribuem para o agravamento desta
doenca. Em outras palavras, pretendemos responder se o ambiente pré-
eclamptico retroalimenta a expressao de fatores associados a manifestacao e

agravamento da PE nas células trofoblasticas.



2. Revisao da literatura
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2.1 Pré-eclampsia

2.1.1 Definicao e caracteristicas clinicas associadas a Pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE), € uma doenga multifatorial sistémica especifica da
gestacdo que atinge aproximadamente de 5 a 8% das gestacdes. E
classicamente caracterizada pela manifestacdo de hipertensdo arterial, em
mulheres previamente normotensas, e proteindria detectaveis ap6s a 20
semana de gestacdo (STEEGERS et al., 2010). Os critérios clinicos incluem
pressdo sanguinea sistolica maior ou igual a 140 mmHg e diastolica de 90

mmHg, e valores de proteinuria superiores a 0,3 g em 24 horas.

Em 2014, a Sociedade Internacional para o Estudo da Hipertensdo na
Gestagao (ISSHP - International Society for the Study of Hypertension in
Pregnancy) atualizou os critérios para o diagnostico clinico da PE. A
hipertensdo combinada ou com a proteindria ou a outra disfuncdo como a
insuficiéncia renal e hepdtica, disturbios neurolégicos ou complicacdes
hematolégicas, disfuncdo uteroplacentérias ou restricdo de crescimento, podem
caracterizar o surgimento da PE. A proteinliria ndo € mais necessaria nesta
nova definicdo, podendo a PE agora ser subdividida em duas subcategorias na
presenca ou auséncia de proteindria. Essa ampla definicdo reflete a
heterogeneidade na apresentacado clinica da PE, o que sugere também uma

possivel heterogeneidade na patogénese dessa sindrome.

Trata-se de uma das principais causas de mortalidade e morbidade
materna e perinatal. Estima-se que a PE possa afetar aproximadamente 10
miln6es de gestacdes, resultando em aproximadamente 75 mil mortes
maternas por ano em todo o mundo sendo que a maior parte acomete 0s
paises em desenvolvimento, onde o acesso ao sistema de saude pode ser
mais dificultado. Paralelamente, o niumero de mortes fetais ou de neonatos
pode chegar a 500 mil por ano (WHO, 2005; KUKLINA, et al., 2009; DULEY,
20009).

Quando nédo assistidas adequadamente, gestantes com PE podem

apresentar severas complicacdes como a eclampsia, ruptura hepética, edema
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pulmonar ou insuficiéncia renal que podem ser fatais (SOUZA et al., 2013). A
PE diminui a qualidade de vida e aumenta o risco de depressédo pos-parto
(PRICK et al, 2015). Esta associada também a um maior risco de
desenvolvimento de doencas em longo prazo, tanto pela mae como pelo
neonato (ZHONG et al.,, 2010). Neste contexto, tém se constatado que
gestantes com PE apresentam maior risco para a ocorréncia de infarto de
miocéardio (RAY et al., 2005) ou diabetes mellitus (WEISSGERBER; MUDD,
2015) em relagdo a mulheres com gestagfes saudaveis. Além disso, filhos de
gestantes com PE apresentam cerca de 2 a 8 vezes maior risco de
hipertenséo, doencas cardiovasculares e diabetes mellitus em sua vida adulta
(BARKER et al., 2006; GLUCKMAN et al., 2008).

As causas para o desenvolvimento da PE ainda sdo obscuras, mas a
distincdo entre mulheres que apresentam baixo ou alto risco é possivel. Alguns
fatores de risco pré-dispdbem mulheres ao desenvolvimento desta patologia
incluem principalmente PE anterior, Diabetes mellitus, obesidade, historico
familiar de PE, idade materna, historico de doenca crénica de rins, hipertensao
prévia e sindrome do anticorpo anti-fosfolipidica (DUCKITT; HARRINGTON,
2005). Os riscos moderados compreendem idade materna acima dos 40 anos,
indice de massa corporal igual ou maior 35 kg/m? sindrome do ovério
policistico, histérico familiar de PE e gestac6es multiplas (MAGEE et al., 2008;
BRAMHAM et al., 2014).

Em paises em desenvolvimento, onde o0 acesso ao sistema de saude
pode ser limitado, estima-se que a PE causa mais de 60.000 mortes maternas
por ano. Ja em paises desenvolvidos onde a inducédo do parto prematuro é a
conduta adotada para proteger a integridade materna, resulta em mortalidade e
morbidade do neonato devido a sequelas de prematuridade e baixo peso ao
nascer (DULEY et al., 2009).

A PE é mais comum, porém nao exclusiva, em nuliparas, sendo que
dentro das multiparas, novos parceiros aumentam o risco de desencadeamento
da doenca, 0 que sugere uma correlagdo imunologica (ROBILLARD et al.,

1993). Estudos também tém demonstrado que a exposicdo prolongada ao
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esperma paterno diminui o risco de PE, assim como um aborto ou uma

gestacao normal prévia (SAFTLAS et al., 2013).

Neonatos de mées que desenvolvem PE podem ser acometidos por
restricio do crescimento fetal (IJUGR, intrauterine growth restriction)
caracterizada pelo crescimento fetal abaixo do percentil 10 para a idade
gestacional (THORNTON et al., 2004) resultando em prematuridade e, em
casos mais graves, 6bito fetal. A restricdo de crescimento € uma complicacéo
comum nos casos de PE, entretanto, ainda ndo esta esclarecido porque
algumas mulheres com insuficiéncia placentaria podem manifestar a sindrome
de PE sem apresentar IUGR fetal. De fato, ambas as condi¢des (PE e IUGR)
podem compartilhar fundamentos patofisioldgicos comuns no que diz respeito
ao desenvolvimento vascular placentério, o que tem levado os pesquisadores
ao consenso de que a variabilidade individual (variacdo genética e ambiental)
pode alterar a resposta e adaptacdo materna frente a doenca desencadeada
(MYATT, 2006; LONGTINE; NELSON, 2011).

2.1.2 Desordens hipertensivas da gestacéo, PE e seus subtipos

Doencas hipertensivas que ocorrem durante a gestacdo podem ser
classificadas em quatro grupos: 1) Hipertensao cronica, 2) Hipertenséo cronica
com PE superajuntada, 3) Hipertensdo gestacional e 4) PE e eclampsia. A
classificacdo clinica dos diferentes tipos € baseada primariamente na idade
gestacional, pressdo sanguinea e complicacdes concomitantes (HUPPERTZ,
2018).

A hipertensdo cronica € diagnosticada em mulheres gravidas que
apresentam alteracdo da presséo arterial nas primeiras semanas de gestacao
(antes da 202 semana) sendo, por tanto, atribuida a uma condicdo prévia ndo
diagnosticada e ndo, necessariamente, a gestacdo. Quando mulheres
previamente hipertensas passam a apresentar proteindria durante a gestacao,
sdo diagnosticadas com PE superajuntada. Por outro lado, o quadro de

hipertensdo arterial manifestado especificamente durante a gestacao (apos a
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202 semana), sem sinal de proteindria, € classificado como hipertensao
gestacional (COSTA et al., 2016).

Na condicdo em que uma gestante previamente normotensa, passa a
apresentar picos hipertensivos detectaveis a partir 202 semana, concomitante a
proteindria, diagnostica-se essa gestante como pré-eclamptica. Baseado na
idade gestacional na qual estes sintomas caracteristicos sdo detectados, a PE
pode ser subdividida em PE precoce (idade gestacional inferior a 34 semanas)
ou tardia (idade gestacional superior a 34 semanas). Esta classificacdo tem
relacdo direta com o prognoéstico materno e fetal durante a gestacdo. Quanto
mais precocemente ocorre a manifestacdo dos sintomas, maior € o grau de
comprometimento do desenvolvimento placentario e, portanto, maiores sédo as
probabilidades de complicacdes para mae e para o feto em desenvolvimento,
gue podem levar a ocorréncia de parto prematuro, descolamento de placenta
ou até mesmo ao Obito (COSTA et al., 2016).

2.1.3 Predicao e tratamento da PE

Mesmo sendo reconhecida como uma grave doenca gestacional com
impacto em nivel mundial, o diagndstico preciso da PE ainda € muito elusivo,
pois ndo existe um teste de triagem de acuracia suficientemente preciso para
ser amplamente utilizado na area clinica. A busca por uma combinagdo de
biomarcadores parece ser desta forma, o0 método mais promissor no momento
(CONDE-AGUDELO et al., 2004; GRILL et al., 2009).

Em 2010, Kenny e colaboradores realizaram a descricdao do perfil de
metabolitos a partir do plasma de pacientes com PE durante a 152 semana de
gestacdo. As assinaturas metabolémicas variaram entre carboidratos,
aminoacidos, &cidos graxos, horménios esteroides ou seus derivados. Os
testes apresentaram 70% de sensibilidade e 95% de especificidade, o que
poderia auxiliar na conduta inicial e tratamento precoce mais adequado
(KENNY et al., 2010). Todos estes modelos, porém, necessitam ser validados

antes que possam ser utilizados na prética clinica.
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Em grandes centros de estudo, fatores de risco clinicos combinados com
alteracGes na concentracdo sanguinea de fatores angiogénicos entre o primeiro
e 0 comeco do segundo trimestre de gestacdo pode predizer o surgimento da
PE precoce, com uma especificidade de 80% e sensibilidade de 88% (MYATT
et al., 2013). Outros estudos apontam a utilizacdo da ultrassonografia da artéria
uterina por Doppler na 202 semana de gestacdo (KENNY et al., 2014), como

ferramenta adicional no diagnostico preciso da PE.

2.1.4 Patofisiologia da PE

A gestacdo é uma condicdo fisiologicamente desafiadora que gera uma
série de adaptacdes funcionais ao sistema cardiovascular materno, sendo que
0 impacto da gestacdo neste sistema pode persistir da concepcdo ao
nascimento. A ma adaptacdo do organismo materno a esta condi¢cdo, pode
favorecer o surgimento de diferentes patologias gestacionais. Evidéncias
recentes sugerem que as alteracdes vasculares associadas a complicacfes
durante a gestacdo, como a PE, podem afetar a funcdo do sistema vascular
materno e do neonato apds o parto, trazendo complicac6es durante sua vida
adulta (HUPPERTZ, 2018).

A disfungdo vascular e hemodindmica anormal materna s&o
caracteristicas comuns na PE e podem ser observadas tanto no compartimento
uteroplacentario, quanto sistemicamente em outros 6rgdos. Evidéncias para a
disfuncdo endotelial na PE incluem aumento da reatividade vascular em
resposta a estimulo vasoconstritor e, aumento de biomarcadores associados a
injuria e a ativagdo endotelial periférica. A funcdo endotelial comprometida,
remodelamento incompleto das artérias espiraladas uterinas, vasoconstricdo
sistémica, estresse oxidativo e inflamacdo sdo algumas das caracteristicas

mais proeminentes na condicéo pré-eclamptica (GOULOPOULOU, 2015).

A disfuncdo endotelial tem sido considerada um fator critico para o
desenvolvimento da PE, embora ainda se desconheca se esta disfuncéo
precede a gestacdo ou se pode ser causada por eventos patofisiolégicos no
inicio da gestacdo. Da mesma forma, ndo est4 bem estabelecido por quanto
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tempo esta disfungdo vascular pode persistir no periodo pos-parto,
representando um risco real para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares futuras nessas mulheres (WEISSGERBER et al.,, 2016).
Neste contexto, Weissgerber e colaboradores (2016) realizaram uma meta-
andlise e revisbes sisteméticas de estudos que avaliaram a disfuncéo
endotelial em gestantes utilizando um método que mede a dilatacao arterial
guando ocorre a passagem de sangue (FMD — Flow- mediated dilation), para
elucidar o periodo no qual a disfun¢éo vascular poderia ser detectada. Entre as
mulheres que acabaram desenvolvendo PE, foi observada menor dilatacao
vascular e consequentemente menor fluxo sanguineo nas artérias antes do
diagnéstico clinico (entre 20 e 29 semanas), no momento da manifestacéo
clinica dos sintomas e por até 3 anos apos o parto. Estes resultados sugerem
gque a disfuncdo vascular precede a PE e, pode contribuir para a sua
patogénese, além de poder estar associada a alto risco de doencas

cardiovasculares em momentos posteriores.

2.3 O ambiente pré-eclamptico

Um fator histopatologico importante na PE € a invasdo superficial do
trofoblasto extraviloso na decidua basal e a remodelacdo incompleta ou
ausente das artérias espiraladas uterinas, o que leva a diminuicdo da perfusdo
uteroplacentéria. Esta reducdo da perfusdo tem sido amplamente sugerida
como causa de hipdxia placentaria, um evento que pode alterar a fisiologia das
células placentarias e dar inicio as manifestacdes clinicas da doenca. Também
foi observado que a inducéo da hipoxia in vitro aumenta a expressao do fator
solavel tirosina-quinase-1 semelhante a fms (soluble fms-like tyrosine kinase-1
- sFlt-1), fator induzido por hipéxia 2 alfa (HIF-2a), leptina e gonadotrofina
coribnica humana (hCG) (SOLEYMANLOU et al., 2005; MCCARTHY et al.,
2007) em trofoblasto humano, sendo os dois ultimos também associados a
regulacdo do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (ISLAMI et al.,
2003).



30

Fatores inflamatorios também tém sido considerados de relevancia na
PE, principalmente como fatores de ativacao e disfuncédo endotelial. Ferguson e
colaboradores (2017) exploraram trajetérias longitudinais, comec¢ando no inicio
da gestacéo, de um painel de marcadores de inflamacéo e estresse oxidativo
em mulheres com gestagfes pré-eclampticas e normotensas. Os biomarcado-
res de estresse oxidativo incluiram 8-isoprostano e 8-hidroxi-desoxiguanosina e
os de inflamacéo, a proteina C reativa, as interleucinas (IL) IL-1B, IL-6 e IL-10 e
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Os biomarcadores de inflamagao e de
estresse oxidativo mostraram diferentes padroes durante a gestacgao,
comecando ao redor da 10* semana. No entanto, € no inicio do segundo
trimestre que se torna particularmente importante a medicdo destes
biomarcadores. Embora os biomarcadores isoladamente ndo tenham sido
suficientes para predicdo da pré-eclampsia, tém sido Uteis para a compreensao
do perfil inflamatério materno na gravidez antes do desenvolvimento da
doenca. Além disso, sdo fundamentais para o delineamento de medidas

potencialmente preventivas.

Vianna e colaboradores (2016) realizaram um paralelo entre o sistema
imunolégico e o perfil de citocinas em gestacdes saudaveis e patoldgicas. As
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram fenotipadas para
0s marcadores de ativacdo imunolégica precoce (CD25 e CD69), marcadores
de células T reguladores (CD8" CD28 e CD4" CD25"" 3" "HIA-G e IL-2
(receptor HLA-G). A proliferacdo de linfécitos foi estimada assim como o0s
niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y (interferon-gama), TNF-a e IL-17. Os
autores mostraram que o desequilibrio de citocinas apresentado na PE esta
associado a um perfil regulatério imune deficiente, contribuindo para uma

diminuicdo da tolerancia imunolégica entre méae e feto.
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2.2 O papel da placenta na PE

2.2.1 Relacao entre a fisiologia da célula trofoblastica e a PE

As primeiras evidéncias sobre a reduzida invasdo trofoblastica e
auséncia de remodelamento das artérias espiraladas do leito placentario em
gestagfes associadas a PE foram reportadas no inicio da década de 70
(BROSENS et al., 1972). Estes achados abriram novas perspectivas de estudo
sobre 0s mecanismos que regulam a invasdao do trofoblasto, constituindo

atualmente uma relevante area de investigacao cientifica em placenta.

Os processos de invasao trofoblastica e angiogénese sdo essenciais
para o0 sucesso gestacional. Durante o desenvolvimento placentario normal, as
células do citotrofoblasto que proliferaram a partir do topo das vilosidades de
ancoragem, invadem a mucosa uterina e estabelecem uma interface de
interacdo entre mae e feto (invasao intersticial). Estas células recebem em
conjunto a denominacdo de citotrofoblasto extraviloso (CTEV) e, apresentam
marcadores bioquimicos especificos tais como a expressao de HLA-G e de
Kissl, Kiss1lR e metaloproteinase 9 (MMP-9), envolvidos na atividade invasiva
trofoblastica durante a formacéo da placenta (MATJILA et al., 2013).

Um processo de vital importancia é a interacdo do CTEV com a rede
vascular do endométrio e de parte do miométrio. Este processo inclui a
remodelacdo das artérias espiraladas, com a substituicio de suas células
endoteliais e musculares lisas pelo CTEV (invasao endovascular, CTEV
endovascular). Este processo, leva a perda da atividade contratil destes vasos
(BURTON; JAUNIAUX, 2017). Esta populacdo de células citotrofoblasticas €
denominada de endovascular e é responsavel pela transformacéo destes vasos
de alta resisténcia em vasos de baixa resisténcia e alta capacidade de
conducéo do fluxo sanguineo para o espaco interviloso da placenta (HE et al.,
2017). Ao mesmo tempo, passam a Ser menos responsivos a substancias
vasoconstritoras. Essa transformacdo € acompanhada por mudancas
fenotipicas, na qual as células do CTEV deixam de expressar moléculas de

origem epitelial como a E-caderina e a integrina agB4 € passam a expressar
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moléculas de superficie vascular. Estas caracteristicas conferem ao CTEV
identidade arterial, expressando moléculas de adesdo celular endotelial-
plaguetaria (PECAM), VE-caderina, molécula de ades&o celular vascular
(VCAM1) e integrinas a4 e a,f3 (ZHOU et al., 1997). Da mesma forma, estas
células passam a modular a expressdo de moléculas angio/vasculogénicas
incluindo membros da familia do VEGF (ZHOU et al., 2002). Além disso, as
células CTEV intersticiais presentes na decidua podem secretar agentes
vasodilatadores (6xido nitrico — NO, mondxido de carbono — CO, etc.) que
atuam nas artérias espiraladas antes da destruicdo causada pelo CTEV
endovascular (LYALL, 2005).

Essas transformacdes sao necesséarias para garantir o suprimento
sanguineo adequado para a placenta e para as trocas moleculares e gasosas
com o feto em desenvolvimento. Alteracdes nesta dindmica podem levar a
inUmeras complicacbes gestacionais. No desenvolvimento da PE a presenca
da placenta, mas nao do feto é um fator preponderante. Caracteristicas clinicas
desta sindrome podem se manifestar na auséncia de feto, como a mola

hidatiforme e desaparecem com a remocdao da placenta (REDMAN, 1991).

Na literatura, o processo fisiopatoldgico da PE tem sido abordado em
dois estagios: placentagdo anormal e, na sequéncia uma resposta materna, o
gue leva a manifestacéo clinica dos sintomas (REDMAN et al., 2014). Na PE, a
capacidade invasiva do CTEV esta bastante comprometida, sendo a invasao
intersticial limitada A regifes superficiais do endométrio e a invaséo
endovascular é incompleta. A mudanca fenotipica (epitelial-vascular) que é
observada no CTEV em contexto fisiologico normal ndo ocorre na PE; também
se observa aumento nas taxas de morte celular por apoptose nestas células (DI
FEDERICO et al., 1999; ZHOU et al., 2002; HUNKAPILLER et al., 2011). A
reduzida invasividade trofoblastica € um fator crucial no surgimento da PE, o
gue tem sido correlacionado a deficiéncias na expressdo de Kissl e seu

receptor nestas células (CARTWRIGHT; WILLIAMS, 2012).

Entre os potenciais mecanismos associados a insuficiéncia placentaria,
tém sido enfatizados aqueles exclusivamente inerentes ao trofoblasto como

perda de seu fendtipo vascular (ZHOU et al., 1997), menor capacidade de
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sintese de NO (MARTIN; CONRAD, 2000) e perda da funcdo normal pela
deficiente oxigenacéo (ZHOU et al., 1998; CANNIGIA et al., 2000).

Outra possibilidade inclui fatores associados ao trofoblasto extraviloso
(fatores intrinsecos) e mecanismos de origem materna (fatores extrinsecos)
(ASHKAR et al., 2000; REISTER et al., 2001). Uma revisdo de Knofler e
Pollheimer (2012) relaciona fatores de crescimento, citocinas (IL-6 e TNF-a),
quimiocinas, prostaglandinas e fatores angiogénicos que, produzidos e
secretados por células presentes na decidua, podem promover ou inibir
processos de invasdo e/ou migracdo nas células trofoblasticas. Corrobora
ainda essa possibilidade, a acdo do sobrenadante de cultura de células
estromais da decidua favorecendo a invasdo do trofoblasto em gestacdes
consideradas normais (ZHU et al., 2009; GODBOLE et al., 2011; GONZALEZ
et al., 2011). Estes achados, entretanto, tém sido questionados por terem sido

gerados com o uso de linhagens trofoblasticas.

2.2.2 Producéo de fatores vasoativos na PE

Uma rede de interagbes moleculares € necessaria para garantir a
placentagdo adequada. Neste contexto, o comprometimento da invaséo e da
aquisicdo de um fenoétipo vascular pelo CTEV observado na PE pode ser uma
consequéncia da concentracdo local insuficiente de fatores vasoativos como o
VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular), o PIGF (fator de crescimento
placentario) e seus receptores, altamente expressos durante a placentacdo
normal (SHARKEY et al., 1993).

O VEGF tem papel chave no processo de angiogénese e atua através
de dois receptores tirosino-quinases dependentes: VEGF-R1 (também
conhecido como Flt-1) e VEGF-R2 expressos ha superficie de células
endoteliais. O VEGF-R1 possui duas isoformas, uma transmembrana e outra
solavel (sFlt-1, soluble fms-like tyrosine kinase-1) (FAN et al., 2014; PALMER
et al., 2017). A isoforma de membrana Flt-1 é expressa pelo CTEV nas fases
iniciais da gestagao (ZHOU et al., 2002). Sua interagdo com VEGF e PIGF tem

grande importancia no processo de invasao trofoblastica e vasculogénese. A



34

isoforma soluvel (sFlt-1) € uma proteina anti-angiogénica originada através de
um splicing alternativo na qual o dominio transmembrana e citoplasméatico do
Flt-1 é perdido (PALMER et al., 2017). Essa isoforma pode interagir com o
VEGF e PIGF circulantes, impedindo suas interagdes com a isoforma de
membrana, regulando assim processos angiogénicos mediados por estes
fatores de crescimento e no contexto pré-eclamptico, a placenta humana pode
produzir e liberar grandes quantidades de sFlt-1 para a circulacdo materna
(MAYNARD et al., 2003).

As endoglinas (Eng) séo correceptores do TGF-B (fator transformante de
crescimento [3) altamente expressas por células endoteliais e pelo
sinciciotrofoblasto (VENKATESHA et al., 2006). A placenta pode produzir a
isoforma soluvel desta proteina (SEng) que, assim como o sFltl, possui
propriedades anti-angiogénicas (MAYNARD et al., 2003). Além da associacdo
das seng com TGF-3 no contexto da PE, tem sido discutido também a relagéo
da producédo de seEng em associagdo com MT-MMPs (metaloproteinases de
membrana) expressas por células trofoblasticas invasivas durante o primeiro e
terceiro trimestres (KAITU U-LINO et al., 2013). Foi recentemente demonstrado
gque MMP-14 é expressa pela placenta de mulheres com PE e que esta enzima
pode interagir com a Eng no sinciciotrofoblasto (ZHANG et al., 2018).
Adicionalmente, também foi mostrado que a producdo de sEng por células
BeWo sincicializadas e silenciadas para MMP-14 diminui, sugerindo que a
interacdo com MMP-14 é responsavel pela producdo de seng durante a PE
(KAITU'U-LINO et al., 2012).

O aumento dos peptideos anti-angiogénicos como sFlt-1 e sEng tém
sido descritos na PE (NORIS et al., 2005; GU et al., 2008; AGGARWAL et al.,
2012), aonde se postula que, ao se ligarem ao VEGF, PIGF e TGF-B
circulantes impedem a unido destas moléculas pré-angiogénicas a seus
receptores nativos presentes no endotélio (acdo antagonista) e, desta forma,
comprometem o processo angiogénico e a funcéo vascular (ROBERTS et al.,
2008).

Mulheres com baixos niveis plasmaticos de PIGF no primeiro trimestre

de gravidez tém risco muito maior de PE ao atingirem o terceiro trimestre (seis
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vezes maior), quando comparadas aquelas com concentracdes maiores de
PIGF. De forma semelhante, mulheres com PE apresentam niveis de RNAm
para VEGF diminuidos. O desequilibrio caracterizado pelo aumento de
peptideos anti-angiogénicos (sFlt-1 e sEng) associado a diminuicdo da
disponibilidade de fatores que podem promover os processos de angiogénese
(VEGF, PIGF e TGF-B) tém sido relacionados aos processos anormais de
placentacdo como a placentacao superficial observada na PE e utilizados como
preditores e marcadores da pré-eclampsia. Estes marcadores assumem hoje
um valor clinico para diagndstico de importancia impar na medida em que se
observou que o0 aumento nos niveis plasmaticos de sFlt-1 e a diminuicdo de
PLGF antecedem em seis semanas a manifestacédo clinica da doenca (LEVINE
et al., 2004).

Abordagem protedmica do soro de gestantes com PE mostraram ainda
uma gama muito maior de fatores diferencialmente presentes nesta condicéo e
que incluem: proteinas precursoras do fibrinogénio alfa (FGA), a isoformal da
enzima anti-tripsina alfa 1 (A1AT), a isoforma 1 da apolipoproteina L1 (APO-
L1), o inibidor inter-alfa-tripsina de cadeia pesada H4 (ITIH4), a isoforma 2 da
kininogenina-1 (KNG1) e a isoforma 1 da timosina beta 4 (TMSB4). Estas
moléculas sdo conhecidas pela participagdo na defesa imunoldgica e

inflamacéo aguda, entre outros processos (WEN et al., 2013).



3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO
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Os muitos estudos sobre a PE ressaltam modificacdes do padrao génico
nos compartimentos uterinos, vasculares e imunologicos do organismo
materno, na placenta e no organismo fetal (FOUNDS et al., 2009; HUPPERTZ,
2015). Além disto, mostram claramente alteracbes no padrdo sérico de
proteinas-chave, o que também influencia os territérios placentarios, na medida
em que os vilos coridnicos sdo completamente banhados pelo sangue materno
durante a gestacdo (EL-SAYED, 2017). A literatura cientifica e clinica tem se
preocupado em avaliar os mecanismos associados a deficiéncia da invaséo
vascular por parte do trofoblasto e a participacéo destas células na composi¢cao
de fatores presentes no soro, correlacionando-os a disfuncédo endotelial, aos
guadros de hipertensdo gestacional e a instalacdo da PE (EL-SAYED, 2017).
Ao contrario, as condicbes maternas e/ou locais, que estabelecidas na PE
poderiam agir direta ou indiretamente sobre a fisiologia placentéria ndo tem

recebido a mesma atencgao.

Estudos prévios mostraram que o soro de pacientes com pré-eclampsia
pode levar a disfuncéo endotelial em diferentes graus (MORI et al., 2014). Em
relacdo as células trofoblasticas, entretanto, ndo se avaliou ainda se o
ambiente pré-eclamptico altera o perfil funcional dessa populacdo, seja
diminuindo a atividade invasiva destas células, induzindo a expressao de
moléculas-chave na ativagéo do sistema vascular materno, ou ainda levando a
morte destas células no intersticio do estroma endometrial e desta forma
diminuindo o contingente de células capazes de remodelar os vasos arteriais

uterinos.

Neste contexto, a hipotese desta proposta de investigacdo é que a
expressao alterada de fatores séricos anti-angiogénicos e de ativacao vascular
gue predominam e circulam no sangue das gestantes com PE, contribuem para
0 agravamento desta doenca. Em outras palavras, pretendemos responder se
0 ambiente pré-eclamptico retroalimenta a expresséo de fatores associados a

manifestacdo e agravamento da PE pelas células trofoblasticas.



4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo Geral

Analisar se 0 microambiente pode modular o comportamento de

vilosidades coridnicas in vitro.

4.2 Objetivos Especificos

| — Analisar a expressao génica e proteica de fatores vasoativos (sFlt-1, PIGF,),
tracar o perfil de producéo de citocinas pro e anti-inflamatorias (IL-6, IL-12, IL-8,
IL-18, TNF-a e IL-10) e a atividade metabdlica de explantes vilosos de
placentas saudaveis, tratadas com soro de gestantes com PE.

I — Analisar a expressao génica e proteica de fatores vasoativos (sFlt-1,
PIGF,), tracar o perfil de producéo de citocinas pr6 e anti-inflamatoérias (IL-6, IL-
12, IL-8, IL-1B, TNF-a e IL-10) e a atividade metabdlica de explantes vilosos de

placentas de gestantes com PE estimuladas com soro de gestantes saudaveis.



5. MATERIAL E METODOS
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5.1 Pacientes

As gestantes foram selecionadas a partir de mulheres que receberam
atendimento pré-natal no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) junto ao Departamento de Obstetricia
e Ginecologia. Todo o procedimento foi submetido a apreciacdo das
Comissdes de Etica das Instituicbes envolvidas (ICB-USP e HC-FMUSP) e
aprovado pelas mesmas. O consentimento prévio de cada gestante foi obtido
para a participacdo no estudo. Os critérios de inclusdo das gestantes em cada

grupo foram estabelecidos a partir das seguintes condicoes:

Grupo de gestantes pré-eclampticas: O diagnostico clinico para PE foi
determinado pela manifestacdo de hipertensédo arterial (= 140/90 mm Hg) e
proteinuria (= 300 mg/24h). Foram selecionadas pacientes pré-eclampticas

com idade gestacional entre 34-37 semanas.

Grupo de gestantes saudaveis: Foram selecionadas gestantes com
auséncia de doencas cronicas clinicamente diagnosticadas que poderiam
predispor a gestante a PE (hipertensdo, doenca renal, obesidade, diabetes),
ndo fumantes e que ndo faziam uso de alcool ou medicamentos de uso
continuo, com reacg@es soroldgicas negativas para HIV e sifilis, sem infec¢des
clinicamente diagnosticadas e com pressdo sanguinea < 140/90 mm Hg e

auséncia de proteinuria.

5.2 Coleta de amostras de sangue e placenta

Apoés serem avaliadas pelo médico e diagnosticadas como pertencentes
ao grupo de gestantes saudaveis (controle) ou com PE, foram obtidas das
pacientes amostras de sangue antes do parto e fragmentos da placenta apos a

cesarea eletiva.

No momento do parto, antes da cesarea eletiva, foram coletados 10 mL
de sangue venoso em tubos contendo gel separador (BD Vacutainer® Venous
Blood Collection). Ao término do procedimento cirdrgico, fragmentos da

placenta foram obtidos e imediatamente colocados em Tubo Falcon (50 mL)
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contendo tampéo fosfato-salina (PBS 0,1M pH 7.4) e suplementado com 1%
estreptomicina/penicilina, 0,5% gentamicina, 0,25% anfotericina B e 25 mM
glicose. Nas dependéncias do laboratorio, o tecido foi fragmentado e
sucessivamente lavado em PBS estéril para remocdo do sangue. Os
fragmentos foram isolados e imediatamente utilizados para cultivo. O tubo
contendo sangue foi centrifugado a 2000 x g por 30 minutos para separacao

do soro que foi aliguotado e mantido a -80 °C até o momento de sua utilizacao.

5.3 Obtencédo das vilosidades coribnicas de placenta humana a termo e
tratamento com o soro materno

5.3.1 Isolamento e cultivo de vilosidades coribnicas

As vilosidades coribnicas terminais foram isoladas da placenta a termo
com a ajuda de instrumentos cirurgicos e de acordo com Aplin e colaboradores
(1999). Resumidamente, os cotilédones placentarios obtidos no centro cirargico
foram exaustivamente lavados com solucgéo salina gelada suplementado com 1
uL/mL penicilina, 1 pL/mL estreptomicina 100.000 UIl, 1 pL/mL gentamicina
10.000 Ul (Vitrocell-Embriolife, Campinas, SP, Brasil). Apés, a regido decidual
da placenta foi removida para liberar as extremidades das vilosidades
coribnicas. Sob estéreo microscépio, as por¢cdes terminais das vilosidades
foram dissecadas em PBS (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) com 10%
de soro fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O vilo dissecado foi
lavado com meio Hanks (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA),
suplementado com 1 pL/mL penicilina, 1 pL/mL estreptomicina 100.000 Ul, 1
puL/mL gentamicina 10.000 Ul e em seguida em meio DMEM F12 (Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) suplementado.

Para determinar a quantidade de vilosidades coridnicas plagueadas por
poco, foram pesados de 5 mg a 50 mg de tecido umido e estes foram
submetidos ao ensaio de viabilidade metabdlica. O ponto no qual obtivemos
maior quantidade de proteina e melhor viabilidade (30 mg), foi escolhido para
realizar todos os experimentos. Apds este procedimento, as vilosidades (30 mg

de tecido Uumido) foram plaqueadas em placa de cultura de 48 pocos (TTP
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Techno Plastics Products AG, Suica) com meio de cultura D-MEM/F12 (1:1,
vIv), suplementado com 1 pL/mL penicilina, 1 pL/mL estreptomicina 100.000 UlI,
1 puL/mL gentamicina 10.000 Ul, Insulina (100 u), MITOS, piruvato de sédio (56
ug/ml), Lactato de calcio (520 ug/ml), BSA (albumina de soro bovino) 1% e 10%
de soro bovino fetal. As vilosidades foram mantidas durante 24 horas a 37 °C

numa atmosfera humidificada com 5% de CO; para estabilizacéo.

5.3.2 Condicdes experimentais dos ensaios

De acordo com tratamento realizado, foram estabelecidos os seguintes
grupos experimentais:
[) Explantes vilosos coribnicos de placentas de gestacfes normais (N-PL)
tratados com soro de gestante saudavel (N-S) (Controle saudavel).
II) Explantes de vilosidades coridnicas de placentas de gestacfes normais (N-
PL) incubadas com soro de gestantes pré-eclampticas (PE-S) (Grupo
experimental).
[I) Explantes de vilosidades coribnicas de placentas de gestacbes pré-
eclampticas (PE-PL) tratadas com soro de gestantes pré-eclampticas (PE-S)
(Controle PE).
IV) Explantes de vilosidades coribnicas de placentas de gestagcfes pré-
eclampticas (PE-PL) incubadas com soro de gestantes saudaveis (N-S) (Grupo

experimental).

5.3.3 Tratamento com soro materno de gestantes saudaveis e com pré-
eclampsia

Ao término do periodo de estabilizacdo, o meio foi removido e as
vilosidades lavadas com PBS estéril aquecido a 37 °C. Meio DMEM/F12
igualmente suplementado, mas sem a adicdo de SBF foi inserido nas placas de
cultura contendo as vilosidades. A este meio foi adicionado 10% de soro
materno saudavel ou pré-eclamptico. As amostras permaneceram em cultivo

por mais 24 e 48 horas a 37 °C numa atmosfera humidificada com 5% de CO..
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Apods o periodo de estimulo com o soro materno, o sobrenadante do
cultivo foi coletado e armazenado para a avaliacdo de fatores produzidos
durante o periodo, enquanto que as células foram coletadas para experimentos
de expressao génica e proteica. Parte das vilosidades coridnicas cultivadas e
tratadas com soro materno também foram fixadas em METACARN para

posterior analise morfologica.

5.4 Ensaio de atividade metabdlica utilizando MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium

Para acessar a atividade metabdlica celular das vilosidades, apés o
tratamento com o soro materno (saudavel e PE) durante o periodo de 24 horas,
foi realizado o ensaio de viabilidade metabdlica utilizando como substrato o
MTT (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) na concentracéo final
de 5 mg/ml, preparado em PBS estéril e aplicado no cultivo celular por 90
minutos. ApGs este periodo, foi adicionado DMSO (Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO, EUA) as células para a liberacdo dos cristais de formazan
produzidos (diretamente proporcional ao numero de células viaveis). O
sobrenadante resultante foi coletado para a medicdo da absorbancia em 570
nm no SpectraMax Plus384 Absorbance Microplate Reader (Molecular Devices
LLC, CA, USA) usando SoftMaxPro Software (Molecular Devices LLC, CA,
USA).

5.5 Caracterizacdo morfoldgica dos explantes vilosos

As amostras fixadas em METACARN seguiram o0s procedimentos
rotineiros para inclusdo em Histosec® (Merck, Darmstadt, Alemanha). Cortes
de 5 pm foram obtidos em micr6tomo Microm (Microm, Alemanha) e aderidos
as laminas de vidro tratadas com uma solugéo de Silane 1% (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, EUA). Os cortes entdo foram submetidos a caracterizacao
guanto a morfologia utilizando-se a técnica de coloracdo com hematoxilina-

eosina.
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5.5.1 HE e contagem de nds sinciciais

Para a analise morfologica, os explantes vilosos fixados foram
processados para inclusdo em parafina. Secgdes de 5 um de espessura serao
desparafinizados em xilol, hidratados em gradiente decrescente de etanol e
sujeitas a coloracdo Hematoxilina-eosina (HE) e analisadas sob microscopia de
luz convencional (Axioskop, Zeiss, Alemanha). Foram analisadas e
guantificadas as alteracdes morfolégicas promovidas pelo tratamento com o
soro materno quanto a presenca de nés sinciciais.

Os nés sinciciais foram contados em 10 quadrantes aleatdrios de cada
corte histolégico no aumento de 200X. Foram analisadas 3 amostras por grupo
experimental e controle, de pelo menos 3 experimentos distintos realizados em
momentos diferentes. Os valores obtidos em cada experimento foram

expressos como valores médios/area de vilos corionicos.

5.6 Analise de citocinas de perfil pro e anti-inflamat6rio por CBA

Os niveis de citocinas foram medidos em duplicata a partir de
homogenato de vilosidades coridnicas utilizando BD Cytometric Bead Array
(CBA) para um conjunto de proteinas humanas (BD CBA flex set, BD
Biosciences, San Jose, CA). Foram analisadas as seguintes citocinas com
seus respectivos limites de deteccao: Interleucina-1 (IL-1B, 7,2 pg / mL); factor
de necrose tumoral alfa (TNF-a, 3,7 pg / mL); IL-12p70 (1,9 pg / mL); IL-8 (3,6
pg / mL); IL-10 (3,3 pg / mL); e IL-6 (2,5 pg / mL). Resumidamente, as amostras
foram imunoprecipitadas usando uma série de microesferas capturadas
revestidas com anticorpos especificos contra cada citocina a serem avaliadas.
Adicionaram-se entdo reagentes de deteccdo conjugados com ficoeritrina (PE)
e a quantificagéo foi realizada por meio de um ensaio de citometria de fluxo. A
aquisicdo de dados e as andlises foram realizadas usando o citometro de fluxo
LSR Fortessa TM (BD Biosciences, San Jose, CA) e BD CBA Analysis

Software.
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5.7 Andlise do perfil de producéo de sFlt-1 e PIGF placentérios

5.7.1 Expresséao proteica sFlt-1 e PIGF por Western Blot

Amostras de vilosidades coribnicas obtidas a partir de gestantes
saudaveis e com pré-eclampsia cultivadas durante 24 horas apds o tratamento
com soro materno (controle e tratamento) foram lavadas em PBS 0,1 M e
homogeneizadas em tamp&o RIPA (NP-40 a 1%, Na-desoxicolato a 0,25%,
NaF 2 mM, NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, NazgVO, 1 mM, EDTA 1 mM e pH Tris-
HCI 50 mM 7.4) com um coquetel de inibidores de fosfatase e protease (Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) em tubos de contendo microesferas de
ceramica de 1,4 mm (MP Biomedicals, Alemanha) no homogeneizador de
tecidos Precellys® (Bertin Corp., Rockville, EUA) a 11000 rpm por 15 min, a 4
°C. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método do &cido
bicinchoninico (BCA Protein Assay Reagent, Pierce, Rockford, IL, EUA).

Trinta ug de proteina total de cada amostra foi utilizado para a
eletroforese em gel SDS-poliacrilamida a 15%, que foi sequencialmente
transferido para uma membrana de nitrocelulose de 0,22 micras (Bio-Rad, CA,
EUA). As membranas foram incubadas com 3% de leite seco sem gordura em
solucdo de TBS com Tween 20 (TBS-T) para bloquear a ligagdo ndo especifica
e subsequentemente, com: i) anticorpo monoclonal de coelho anti-sFlt-1
(Abcam, Y103, AB32152, que reconhece as isoformas soluveis de 77 kDa e 82
kDa; ii) anticorpo policlonal de coelho anti-PIGF (Abcam, AB9542), que
reconhece as isoformas PIGF-1 (17 kDa-18k Da) e PIGF-2 (22 kDa-23 KDa).
As amostras permaneceram overnight, a 4 °C. Foi entdo utilizado o anticorpo
secundario cabra anti-IgG de coelho conjugado com HRP (KPL) por 1 h, a
temperatura ambiente. A visualizacdo das bandas reativas foi realizada com
um sistema de quimioluminiscéncia (Clarity Western ECL Substrato, Bio-Rad
Laboratories, Inc Alemanha). Como controle endogeno, também foram
avaliados os niveis de B-actina utilizando-se o anticorpo primario monoclonal
produzido em coelho anti-B-actina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO),
na diluicdo 1:5.000 e o anticorpo secundario anti-IlgG de camundongo (1:1000)

conjugado a peroxidase. A intensidade da banda obtida pela quimiolumi-



a7

nescéncia foi impressa em filme de raio-X, que foram escaneados em
Multifuncional Canon modelo Image Runner 1025iF (Canon USA Inc, NY,
USA). Em seguida, as bandas reativas ao anticorpo foram quantificadas com o
auxilio do software Image J (NIH, Bethesda, USA) e os valores obtidos foram
analisados utilizando-se o software GraphPad Prism versdao 6 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). As proporgdes foram calculadas usando [3-
actina como controle de carga e mostradas como unidades relativas (RU) em

graficos de barras.

5.7.2 Expressao proteica sFlt-1 e PIGF por ELISA

Os niveis de sFIt-1 e PIGF sérico, do homogenato placentario e
sobrenadante do cultivo celular também foram medidos por meio de ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) usando Kits de ELISA especificos para
VEGF R1 / Flt-1 e PLGF Quantikine (R & D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
EUA) de acordo com as instru¢cfes do fabricante.

A absorbéancia foi determinada no leitor de microplacas SpectraMax
Plus384 Absorbance Microplate Reader (Molecular Devices LLC, CA, USA) a
450 nm usando SoftMaxPro Software (Molecular Devices LLC, CA, USA). Os
valores de citocinas foram expressos em pg/mL de acordo com o que foi

calculado a partir das curvas padrao.

5.8 Expresséao génica de sFlt-1 e PIGF

O RNA total foi extraido de vilosidades cultivadas usando o Kit RNA
Pure Link (Ambion, Life Technologies, EUA) de acordo com as especificagdes
do fabricante. A concentracdo de RNA e a pureza foram medidas usando um
espectrofotdometro Nano Drop ND 1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington,
Delaware). O RNA foi tratado com enzima DNAse | de amplificacao (Invitrogen,
Carlsbad, CA) para eliminar o DNA gendmico contaminante e as reagdes de
transcricdo reversa foram preparadas com reagentes do Kit de Transcricdo
Reversa de cDNA High Capacity (Applied Biosystems, Foster City, CA). As

reacdes foram entdo preparadas com Power UP SYBR Green PCR Master
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Mix™ (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acordo com as instrucées do
fabricante, utilizando-se o0s seguintes primers iniciadores especificos para
SFLT1 (NM_001159920.1 - sense: AGAGGTGAGCACTGCAACAA, anti-sense
GTGGTACAATCATTCCTTGTGCT), PIGF (NM_ 002 632.5 - Sense: GTCAC
CATGCAGCTCCTAAA, anti-sense: CCTTTCCGGCTTCATCTTCT) e YWHAZ
(sense: GCCACAATGTTCTTGGCCCATCAT, anti-sense: TGGTTGGTGAC A A
GACAGAAGGCT) com um volume final de 12 uL. A amplificagdo por reacoes
de PCR foram realizadas em triplicadas usando o sistema de PCR em tempo
real Step One Plus ™ (Applied Biosystems, Foster City, CA), com as seguintes
condicGes de ciclo térmico: desnaturacao inicial - 95 ° C durante 10 min., 40
ciclos de 95 ° C durante 15 s, 60 ° C durante 1 min. mais 95 ° C por 30 s.
Eletoforese em gel de agarose dos produtos amplificados foi realizada para
verificar o tamanho do amplicon (dados ndo mostrados).

5.9 Andlise estatistica

Teste t de Student foi realizado para comparar padrbes entre o grupo de
gestantes saudaveis e com pré-eclampsia. Para todas as analises, p <0,05
derivado de um teste de duas colunas foi considerado significativo. Para as
comparacdes dos niveis de citocinas foram feitas pelo teste de Mann-Whitney.
Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad Prism
(Graph Pad Software, San Diego, CA, EUA).



6. RESULTADOS
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6.1 Caracteristicas clinicas das gestantes saudaveis e com pré-eclampsia

As analises dos perfis clinico e demografico de cada grupo selecionado

para o presente estudo estdo relacionadas na tabela 1.

Saudavel Pré-eclampsia
(n=19) (n=6)

Idade materna 30,41 £ 6,08 29,50 £ 6,61
IG (sem) no momento do parto 38,93 £ 0,46 35,14 +1,68*
Gravidade 3,14+1,13 1,29 + 0,49*
Paridade 1,97 + 1,07 0,57 £ 0,83*
Peso RN (KQ) 3,14+0,24 1,72 £ 0,82*
Peso placenta (g) 457, 67 + 66 349,25 + 162,19

Pressdo sanguinea sistolica

(mmHgQ)

Pressdo sanguinea diastélica

(mmHg)
PTU (g/L 24h)

PTU por volume < 0,15 g/v 24h

122,78 + 14,27

70,45 +17,12

N/D
N/D

146,33 + 12,30*

94,50 + 7,99*

2,89 + 0,35
4,66 + 3,33

Tabela 1. Caracteristicas clinicas das gestantes. Os valores sdo apresentados como média +

desvio padrdo, seguido por andlise estatistica utilizando-se Student t' test (*p<0,001). (N/D -

N&o Determinado).

Conforme pode ser observado na Tabela 1, as gestantes saudaveis e

com pré-eclampsia possuem aproximadamente a mesma idadeno momento do

parto, entre 27 e 30 anos. O parto ocorreu por volta da 392 semana de

gestacdo no grupo de gestantes saudaveis, enquanto que no grupo de

mulheres com pré-eclampsia, devido ao quadro clinico,

ocorreu mais

precocemente, por volta de 35 semanas (p<0,001). O grupo de mulheres com

pré-eclampsia também apresentou menor nimero de gestacdes anteriores e

nascimentos realizados em comparagdo com mulheres gravidas normais, o que

significa que foram principalmente primigestas
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Os recém-nascidos do grupo de mulheres com pré-eclampsia foram
significativamente menores do que os de gestacdes saudaveis (p<0,001), No
entanto, apenas um neonato deste grupo foi considerado com restricdo do
crescimento fetal. Os demais, apesar do peso diminuido, se encontravam
dentro da curva de normalidade para a idade gestacional. Em relacdo a
placenta, ndo foram encontradas diferencas de peso entre 0S grupos
analisados.

As gestantes com pré-eclampsia apresentaram pressao arterial sistolica
e diastolica maior em relagdo as gestantes saudaveis (p<0,001) assim como
niveis elevados de proteindria (niveis medidos apenas nas mulheres gravidas

com pré-eclampsia).

6.2 Atividade metabdlica dos explantes placentéarios tratados com soro

materno

A viabilidade dos explantes placentarios (Figura 1) foi medida apos o

tratamento com soro materno utilizando o ensaio MTT.

Figura 1. Fotomicrografia representativa de uma vilosidade coridnica isolada de placenta a
termo de gestante saudavel. Imagem capturada em estéreo microscopio imediatamente apés a
coleta e disseccao (10X).
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Primeiramente, para estabelecer a quantidade adequada de explantes
necessarios para o experimento, grupos de vilos foram pesados e submetidos
a ensaios para avaliacao da atividade metabdlica (ponto zero). A curva (Figura
2) tem inicio com 5 mg e atinge 50 mg de tecido Umido (realizados em

triplicata).
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Figura 2. Atividade metabdlica de vilosidades coribnicas obtidas de placentas saudaveis por
miligrama de tecido umido (n=3) medida pelo ensaio de MTT imediatamente apés a coleta
(ponto zero). Valores representados em densidade 6tica (D.O.).

Para os experimentos que se sucederam, utilizamos entdo a média dos
valores de maior viabilidade metabdlica (2022,50) e, que culminaram com o
peso de 30 mg de tecido.

Experimentos similares foram realizados utilizando vilos corionicos
extraidos de placentas de gestacdes saudaveis (N-PL) e de gesta¢cdes com PE
(PE-PL) e cultivados com 10% do pool de soro materno correspondente (N-S e

PE-S, respectivamente; Figura 3).
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Figura 3. Atividade metabdlica de vilosidades coridnicas obtidas de placentas saudaveis (N-
PL) cultivadas com soro materno saudavel (N-S) e obtidas de gestacdes com PE (PE-PL)
cultivadas com soro de mulheres com PE (PE-S), apos o periodo de estabilizacdo de 3 horas
em condi¢des de cultivo (5% CO, a 37 °C). (n=3 e n=2; respectivamente). *p<0,05, teste t de
Student.

Conforme pode ser observado na Figura 3, a viabilidade metabdlica dos
explantes placentarios pré-eclampticos € significativamente menor em
comparacao aos explantes de placentas saudaveis (p=0,003). Este padréo esta
de acordo com o que é descrito na literatura para a patofisiologia da doenca e
era uma condicéo esperada para a validacdo dos tratamentos.

ApO6s 24 horas em cultivo com soro materno, no entanto, observamos
alteracbes em relacdo em relacéo a este perfil (Figura 4). A administracado do
pool de soro PE em vilosidades saudaveis diminuiu significativamente a
viabilidade metabdlica dos vilos coribnicoa apds 24 horas de cultivo (Figura
4A). A administracdo do pool de soros saudaveis ao contrario restaurou os
niveis de viabilidade metabdlica das vilosidades PE a valores préximos dos

observados em placentas saudaveis (Figura 4B).
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Figura 4. Atividade metabdlica das vilosidades coribnicas cultivadas por 24 horas em
diferentes condi¢cdes experimentais. A. Placenta saudavel (N-PL) cultivada com soro materno
saudavel (N-S) e soro de gestagbes pré-eclampticas (PE-S) (n=3; *p=0,012). B. Violos
coridnicos de placentas de gestacdes pré-eclampticas (PL-PE) cultivadas com materno pré-
eclamptico (PE-S) e saudavel (N-S) (n=5; *p=0,004) Teste t de Student.

6.3 Caracterizacdo morfologica e histoquimica dos explantes vilosos

6.3.1 NOs sinciciais

Como esperado, a analise histologica dos vilos coridnicos de gestantes
saudaveis ndo mostrou alteracdes relevantes. Os vilos eram formados por um
eixo de tecido mesenquimal com células mesenquimais, macrofagos e
capilares, revestido pelo sinciciotrofoblasto. Ocasionalmente material fibrinoide
era encontrado assim como nos sinciciais (Figura 5A). As placentas de
pacientes com pré-eclampsia, mostraram estrutura e organizacdo semelhante,
com uma aparente maior quantidade de nés sinciciais, o que se confirmou nas
analises quantitativas realizadas (Figura 6A). Os vilos cultivados mantiveram
sua organizagao, onde a presenca de todos os componentes celulares vilosos
foi observada (Figuras 5C-F).
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Figura 5. Fotomicrografia de vilos coridnicos obtidos de placenta humana a termo corada por
HE. As figuras A e B representam vilos recem coletados (ponto 0) de placentas de gestantes
saudaveis e com preeclampsia, respectivamente. As figuras C e D sdo imagens
representativas de vilos de placentas saudaveis cultivados por 24 h com soro de gestante
saudavel (C) e com soro de gestantes com pré-eclampsia (D). As figuras E e F representam
vilos de gestantes com pré-eclampsia cultivados com soro de gestantes com PE (E) e de
gestantes saudaveis (F). Setas indicam ndés sinciciais. Coloragdo: H-E. A barra em A

representa 50 um em todas as fotomicrografias.
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As placentas de gestantes com PE apresentam maior quantidade de nos
sinciciais quando comparadas as placentas de gestantes saudaveis (p=0,036)
no momento da coleta (ponto zero, Figuras 6A).

Apos o tratamento com o soro materno de gestantes com PE (Figuras
6B), foi observado um aumento na contagem de ndés sinciciais em vilosidades
de placenta das gestantes saudaveis (p=0,014). Em vilosidades das placentas
de gestantes com PE (Figura 6C), no entanto, ndo foram observadas
diferencgas significativas na contagem de nos sinciciais (p=0,275).
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Figura 6. Contagem de nés sinciciais em placentas de gestantes saudaveis (NPL) e com pré-
eclampsia (PE PL). (A) Amostras mensuradas no ponto 0 (amostras fixadas imediatamente
apo6s a coleta). (B) Placenta saudavel (N-PL) apdés 24 horas de cultivo com soro materno
saudavel (N-S; controle) e pré-eclamptico (PE-S; tratado) (n=2). (C) Placenta pré-eclamptica
(PL-PE) apo6s 24 horas de cultivo com soro materno pré-eclamptico (PE-S; controle) e saudavel
(N-S) (n=3). Os valores médios foram comparados pelo teste t de Student. *p<0,05.
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6.4 Andlises de citocinas de perfil pré e anti-inflamatorio

O perfil de citocinas (inflamatorias IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, IL-18 e a
citocina reguladora IL-10) foi avaliado nos homogenenatos de amostras
placentarias apds 24h de cultura. O perfil de citocinas em placentas saudaveis
tratadas com soro de PE ndo se alterou no que se referiu aos niveis de IL-6 e
TNF-a (Figuras 7A e C). A produgao de IL-8, IL-12, IL-1B e IL-10 foram maiores
nas amostras placentérias tratadas com soro de PE do que nas tratadas com
soro de mées saudaveis (Figuras 7B e D-F, p<0,05).
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Figura 7. Perfil de citocinas em amostras de explantes placentarios de mulheres saudaveis (N-
PL) tratadas com soro PE (PE-S) e comparadas aos seus respectivos controles tratados com
soro normal (N-S). Dados apresentados em média + desvio padrdo. *p<0.05, Teste t de
Student (n=3).

Os niveis da citocina IL-8 O em placentas de PE nao se alterou apés o
tratamento dos vilos com soro normal (Figura 8B, p = 0,397). Ja os niveis de IL-

18 (Figura 8D, p = 0,046) e IL-10 (Figura 8F, p = 0,01) mostraram
concentragfes aumentadas. Os niveis de IL-6, TNF-a e IL-12 diminuiram apoés
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Figura 8. Perfil de citocinas em amostras de explantes placentarios de mulheres com PE (PE-
PL) tratadas com soro saudavel (N-S) em relacdo aos seus respectivos controles tratados com
soro PE (PE-S). Dados apresentados como média * desvio padrédo. *p<0.05, Teste t de Student

(n=3).
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6.5 Producéao de sFlt-1 e PIGF pelos vilos corionicos cultivados
6.5.1 Realizacdo dos ensaios de expressao proteica - ELISA

Os niveis de sFlt-1 e PLGF foram medidos através de ELISA no soro
das gestantes saudaveis e com PE (Figura 9). Como esperado os niveis de
PLGF mostraram-se significativamente diminuidos nas pacientes com PE

(p<0,0001) enquanto que os de sFlt-1mostraram-se aumentados (p = 0,009).
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Figura 9. Analise da expressao sérica de sFlt-1 e PIGF em mulheres saudaveis (N-S) e com
pré-eclampsia (PE-S). Teste t de Student, *p<0,01. n=4.

A expressao protéica para sFlt-1 e PIGF também foi realizada em lisado
placentério apds 24 horas de cultivo com o soro materno. sFlt-1 aumentou nos
homogenatos placentarios tratados com soro de PE (Figura 10A, p = 0,02),
engquanto que os niveis de PLGF ndo mostraram alteracdes significativas
(Figura 10B, p = 0,264). Quando as vilosidades placentarias obtidas de
pacientes com PE foram expostas ao soro de gestantes saudaveis, ambos,
sFlt-1 e PIGF, mostraram-se aumentados nos homogenados vilosos (Figura
10C, p = 0,001, Figura 10D, p = 0,01).
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Figura 10. Analise da expresséo protéica dos fatores vasoativos sFlt-1 (A - C) e PIGF (B - D)
obtida por ELISA de vilos corionicos cultivados por 24 h. Os resultados obtidos dos explantes
placentarios de mulheres saudaveis (N-PL) tratados com soro PE (PE-S) e de gestantes com
PE (PE-PL) tratados com soro saudavel (N-S) foram comparados aos seus respectivos
controles (N-PL/N-S e PE-PL/PE-S, respectivamente). *p<0.05, Teste t Student. n= 4.

6.5.2 Realizacdo dos ensaios de expressao protéica — Western Blotting

Os niveis totais de proteinas placentarias sFlt-1 e PIGF foram também
medidos por Western Blotting (Figura 11). Os explantes de gestantes
saudéaveis tratadas com soro PE mostraram aumento significativo de sFlt-1
(p=0.008, Figura 11A) e diminui¢do dos niveis de PIGF (p=0.04, Figura 11B).
Em explantes de placenta de mulheres com PE, o soro saudavel promoveu
tanto o aumento de sFlt-1 (p=0.01, Figura 11C) quanto o de PIGF (p=0.04,
Figura 11D).
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Figura 11. Andlise da expresséo protéica dos fatores vasoativos sFlt-1 (A - C) e PIGF (B - D)
obtida por Western Blotting. Explantes placentarios de mulheres saudaveis (N-PL) tratadas
com soro PE (PE-S) foram comparadas aos seus respectivos controles tratados com soro
normal (N-S), e explantes de placentas PE (PE-PL) tratados com soro saudavel (N-S)
comparados com seu controle tratado com soro PE (PE-S). *p<0.05, Teste t de Student. n= 4.
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6.5.3 Realizagcdo dos ensaios de expressao génica

A expressdo de mRNA de sFlt-1 (Figura 12A e C) e PIGF (Figura 12B e
D) foi avaliada através de ensaios RT-gPCR em gestantes saudaveis e com PE
para determinar a influéncia do tratamento sobre a expressdo génica nos
diferentes grupos experimentais. Quando tratadas com soro de PE, placentas
saudaveis exibiram valores mais elevados de sFlt-1 (Figura 12A, p = 0,005) e
menores de PLGF (Figura 12B, p = 0,03) em comparagdo com placentas
saudaveis tratadas com soro de mulheres saudaveis. Em contraste, niveis de
PIGF aumentados foram observados em placentas de gestantes com PE
(Figura 12D, p<0,001) expostos a soro normal. Ndo foram detectadas

alteracOes nos niveis de sFlt-1 (Figura 12C, p = 0,234).
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Figura 12. Analise da expressao génica dos fatores vasoativos sFlt-1 (A - C) e PIGF (B - D) por
RT-gPCR. Explantes placentarios de mulheres saudaveis (N-PL) tratadas com soro PE (PE-S)
foram comparadas aos seus respectivos controles tratados com soro normal (N-S), e explantes
de placentas PE (PE-PL) tratados com soro saudavel (N-S) comparados com seu controle
tratado com soro PE (PE-S). O transcrito para sFLT1 e PLGF foram quantificados por RT-
gPCR, normalizados em relacdo ao enddégeno YWHAZ como controle constitutivo. Dados
apresentados como média + desvio padrdo. *p<0.05, Teste t de Student (n=4).



7. DISCUSSAO
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. O termo “eclampsia” tem origem grega e significa, em tradugao literal,
‘raios luminosos”, fazendo relagcdo com os disturbios visuais que algumas
gestantes apresentavam antes das convulsfes. As primeiras observacfes em
relacdo a estes sintomas caracteristicos datam de aproximadamente 400 anos
a.C. realizadas por Hipdcrates, que ao descrever o quadro que se instalava
nesta condicdo, atribuiu um mal prognéstico tanto para a mae quanto para o
bebé. Esse termo foi, entdo, empregado para definir as ocorréncias de
convuls6es em mulheres durante a gestacao. No final do século XIX, observou-
se que este grupo também apresentava uma aparéncia edematosa, 0 que se
assemelhava a de individuos com insuficiéncia renal crénica. Com isso,
passou-se a analisar a presenca de proteina na urina de gestantes
eclampticas. Paralelamente a P.A. medida neste grupo de mulheres
eclampticas também apresentou valores elevados e foi observado que essas
caracteristicas poderiam manifestar-se antes mesmo das convulsées, dando
origem entdo ao termo Pré-eclampsia (PE). A observacdao de que mesmo sem
as convulsdes, algumas gestantes que apresentavam proteinuria e hipertenséo
tinham comprometimento progressivo da gestacao e que isso poderia acarretar
na morte materna e fetal fez com que a PE fosse considerada como uma
doenca unica e incluida no ramo da medicina obstétrica (MYATT; ROBERTS,
2015).

Desde as primeiras observacdes, foram elaboradas teorias sobre sua
origem, métodos de diagnéstico, tratamentos, possiveis marcadores, mas o
fato € que até os dias de hoje, a patogénese da PE continua desconhecida.
Apesar dos muitos estudos sobre a disfuncao vascular (pressao arterial) e renal
(proteinaria) na PE, o envolvimento de diversos outros sistemas, como o de
coagulacdo (LOKKI et al.,, 2014), o hepético (ESCOBAR et al.,, 2018) e o
cerebral (IJOMONE et al., 2018), também tém sido cogitados.

Também existem dados robustos relacionando o surgimento da PE a
uma possivel disfuncdo trofoblastica e ao desenvolvimento inadequado da
placenta. No entanto, tendo em vista o contexto no qual a PE se desenvolve,
associada asua natureza multifatorial e heterogénea, € possivel que a condicédo
materna exerca influéncia no microambiente placentéario, modificando a

resposta celular e colaborando na manifestacao clinica dos sintomas. Neste
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contexto, propusemos um estudo no qual poderiamos observar o
compartimento placentario pré-eclamptico em um ambiente saudavel (ambiente
livre dos fatores relacionados a PE) e, inversamente, o compartimento
placentario saudavel em um ambiente pré-eclamptico. Nesse estudo foi
analisada a viabilidade metabdlica, o perfil de producéo de citocinas produzidas
por estes vilos coridnicos e a expressao de fatores vasoativos como o fator de

crescimento placentario (PIGF) e o receptor soluvel de VEGF (sFlt-1).

7.1 Caracteristicas das gestantes selecionadas para esse estudo

As gestantes selecionadas para o grupo PE apresentaram aumento de
pressdo arterial e elevados niveis de proteindria em relacdo ao grupo de
gestantes saudaveis. Em sua maioria sdo primigestas e realizaram o parto
mais precocemente (35 semanas). As caracteristicas clinico-laboratoriais dos
grupos estudados corroboram dados da literatura e confirmam as diferencas
esperadas entre 0s pacientes pré-eclampticas e o grupo controle quanto a
idade gestacional, presséo arterial sistélica e diastdlica, proteindria e peso do
recém-nascido (CINCOTTA; BRENNECKE, 1998; ACOG, 2013; BARTSCH, et
al., 2016).

Sabe-se que o diagndstico precoce e tratamento adequado da PE pode
melhorar o progndstico materno e fetal (SALEH, et al., 2017; SABRIA, et al.,
2018), sendo assim, muitos esfor¢gos tem sido empregados na identificacdo de
marcadores plasmaticos e estudos de imagem no inicio da gestacdo. No
entanto, 0o mais promissor dos meétodos de escaneamento parece ser a
combinacéo entre sFlt-1 e PIGF com alta sensibilidade e especificidade para o
diagnéstico e prognostico da PE (RANA et al.,, 2019). Em mulheres que
desenvolvem PE, essa relacdo é caracterizada por um excesso de sFlt-1 com
uma deficiéncia simultanea em PIGF. Um critério atualmente sendo avaliado
estipula um valor >38 pg/mL na relagdo sFlt-1/PIGF como limitrofe para
identificar gestantes que possuem risco de desenvolver PE (DRAGAN, et al.
2017). Quanto maior o valor encontrado para essa relagdo pior € o prognostico
da doenca (HERRAIZ, et al., 2018). Utilizando esta referéncia na analise de

550 mulheres durante a primeira consulta pré-natal e com fatores de risco para
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o desenvolvimento da PE, Zeisler e colaboradores (2019) descartaram o risco
para o desenvolvimento da PE entre 2 e 3 semanas de gestacdo com valores
preditivos negativos (VPN) de 97,9% e 95,7%, respectivamente. A partir da 42
semana de gestacao, o risco foi descartado com um VPN elevado (94,3%) e
alta sensibilidade e especificidade (66,2% e 83,1%, respectivamente). Existem
também evidéncias de que estes niveis alterados de sFlt-1 e PIGF precedem a
manifestacdo clinica dos sintomas e a relacdo entre estes dois marcadores
poderia auxiliar os especialistas clinicos a distinguir gestantes que, ao
manifestarem as primeiras desordens hipertensivas, poderiam desenvolver PE
ou néo.

A relacdo entre sFIt-1/PIGF realizada a partir das analises séricas das
gestantes selecionadas para o presente estudo, apresentou perfil semelhante
ao descrito por Zeisler e colaboradores (2019), apresentando valores médios
de 58,65 em comparacao ao grupo de gestante saudavel, que apresentou valor
médio nesta relacdo de 5,40,0 que reforca a selecdo das gestantes utilizadas

neste estudo.

7.2 O efeito do ambiente sobre a atividade metabdlica dos vilos e do
sinciciotrofoblasto

Ocupando uma posicao estratégica, o sinciciotrofoblasto, formado pela
fusdo das células do citotrofoblasto (BENIRSCHKE et al., 2006), se mantém
em contato com o sangue materno. Esta localizacdo, embora essencial para a
nutricdo fetal, também o coloca em uma condicdo de permanente exposicao
aos fatores presentes no sangue materno, sejam eles metabdlicos (aumento de
glicose, por exemplo), xenobibticos, patogénicos ou mesmo de natureza
biolégica, mas em concentracdo ou em combinacdes atipicas para a
homeostasia celular. Evidencias mostram que o sinciciotrofoblasto, dentro de
limites cabiveis, € capaz de modular suas atividades funcionais garantindo a
progressao e o sucesso da gestacdo. No entanto, a identificacdo de sinais
desta exposi¢cao que possam levar a injurias nesta camada e diminuicéo de sua
atividade funcional € um aspecto-chave para a compreensdo da qualidade

gestacional em, sobretudo, fetal.



68

Em nossos ensaios, para avaliarmos uma possivel acdo direta do soro
das pacientes sobre estas estruturas, avaliamos a atividade metabdlica das
células dos explantes coribnicos, por meio de ensaios com MTT. Este ensaio
mede a atividade de clivagem enzimética do composto de tetrazélio em cristais
de formazan insolUveis em agua por desidrogenases presentes principalmente
nas mitocondrias de células vivas. Desta forma, trata-se de um ensaio
colorimétrico para medir a atividade da redutase mitocondrial em células vivas,
0 que pode ser traduzido como uma medida da atividade metabdlica celular
(LU et al., 2012). Este ensaio tem sido amplamente utilizado para descrever
alteracBes no perfil da resposta placentaria em diversos contextos (SEUDIERO
et al., 1988; WANG et al., 2018).

A atividade apresentada pelos explantes placentarios pré-eclampticos
recém coletados mostrou-se significativamente menor em comparagdo aos
saudaveis. Este achado corrobora estudos prévios, que mostraram niveis
elevados de apoptose placentaria, associados a expressdo anormal de
proteinas que participam da via da p53 em placentas de pacientes com PE
(BURTON; JONES, et al.,, 2009; TOMAZ, et al.,, 2011). Um estudo recente
também descreveu o papel da Mitofusina-2 (Mfn-2), uma proteina mitocondrial
relacionada a proliferacdo celular e metabolismo, em placentas de mulheres
com PE, relacionando sua expressao diminuida com baixos niveis metabdlicos
e de viabilidade (YU et al, 2016). Falhas na regulacdo do sistema
complemento no tecido fetal ou a excessiva ativacdo deste sistema no
organismo materno parecem também estar relacionadas a integridade das
vilosidades coridnicas pre-eclampticas (LOKKI et al., 2014).

Por outro lado, quando vilosidades de gestantes com pré-eclampsia
foram submetidas a uma ambiente saudavel, a atividade metabdlica das
vilosidades PE atingiu niveis semelhantes aos das placentas saudaveis. Este
achado, sugere que a placenta pré-eclamptica retém a capacidade de modular
sua fisiologia em funcdo do ambiente, resgatando um aspecto mais semelhante
ao normal em termos de viabilidade metabdlica. Esta plasticidade metabdlica
dos vilos coridnicos também foi observada quando vilosidades de gestantes
saudaveis foram tratadas com soro PE, o que levou a uma relevante

diminuicdo de suas atividades metabdlicas. Claramente, observamos uma
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modulacdo das atividade funcional das células coribnicas em funcdo do
ambiente.

Muitos fatores intencionalmente inseridos no ambiente de cultivo podem
levar a injurias celulares, com redugdo da atividade metabdlica e até mesmo
inducdo de morte celular. Particularmente essa diminuicdo da atividade
metabolica dos explantes placentarios, indica fatores PE-especificos atuando
sobre essas células. No contexto deste estudo, uma possibilidade é a presenca
de citocinas inflamatérias em abundancia no soro de gestantes com PE.
Possiveis mecanismos pelas quais citocinas podem afetar a sobrevivéncia do
trofoblasto incluem a regulacédo da expressao e/ou fungcédo de componentes da
cascata apoptotica. Ja foi mostrado, que a presenca de citocinas proé-
inflamatérias como o TNF-a e IFN-y, podem atuar desta forma aumentando a
atividade de caspase-3 (GARCIA-LIORET et al., 1996; ASCHKENAZI et al.,
2002).

Por outro lado, evidéncias mostram que a apoptose induzida, por
exemplo por citocinas inflamatorias, pode ser contida por um balanco positivo
de fatores de sobrevivéncia, como o EGF, o FGF, o IGF-1 e o PDGF-AA
(GARCIA-LIOR et al., 1996; SMITH et al., 2002). Desta forma, é possivel que
os resultados observados com as placentas PE sejam uma expresséao final
deste balanco; aonde o soro da paciente saudavel pode estar ativando ou
carreando fatores de sobrevivéncia capazes de neutralizar a indugdo de injuria
do quadro de PE.

Outro parametro também relacionado a integridade placentaria é a
proporcdo de nos sinciciais. Com o avanco da gestacdo, a superficie de
contato entre 0 sangue materno e as vilosidades coribnicas aumenta atraves
da incorporacgéo constante de células do citotrofoblasto ao sinciciotrofoblasto. O
destino dos nucleos do sinciciotrofoblasto na medida em que diminuem
significativamente sua atividade sintética é de se organizarem em multi-
agregados, 0s nos sinciciais, que sdo estruidos a partir da superficie desta
camada para o espaco interviloso e, consequentemente, para a circulacéo
materna (BENIRSCHKE et al., 2006). Ainda guardando alguma atividade
metabdlica, estas estruturas assumem diferentes fun¢des, como a inducdo de

mecanismos de tolerancia periféricos. Aumento destes agregados nucleares €
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observado em condi¢cdes de insulto a camada trofoblastica, seja mecanico,
guimico ou patogénico (RAJAKUMAR et al., 2012; BENIRSCHKE et al., 2016).

Neste estudo, as placentas de gestantes PE apresentaram maior
ndamero de nés sinciciais em comparacao as placentas saudaveis, assim como
as placentas de mulheres saudaveis tratadas com soro PE. Este achado
corrobora estudos anteriores em que foi mostrado aumento de nds sinciciais na
PE, atribuido a condicdo de hipdxia caracteristica desta patologia (HEAZELL et
al., 2007; BURTON; JONES, 2009). O aumento dos nés sinciciais no sistema in
vitro com o soro PE, reforca o papel deste soro como fator de injuria as células
trofoblasticas.

A exposicdo de placentas PE ao soro de gestantes saudaveis, no
entanto, ndo alterou a densidade dos nOs sinciciais. Este resultado era
esperado, uma vez que a presenca de um ambiente saudavel, por um periodo
de 24 horas apenas, pode nao ter sido suficiente para o desprendimento dos
nés previamente formados pela condicdo PE. Em outras palavras, é possivel,
gue em tempos mais longos de cultivo, os nucleos associados a condicéo
prévia de PE possam ser descartados e um panorama diferente seja

observado.

7.3 Alteragdes na expressdo de fatores angiogénicos sFlt-1 e PIGF em
funcdo do microambiente

Com base no pressuposto de que a sinalizacdo do ambiente € um
importante regulador dos comportamentos celulares, este estudo analisou o
efeito do soro de gestantes PE sobre a expressdo de sFlt-1 e PIGF em
vilosidades coridnicas de gestantes saudaveis.

A expressao protéica e génica de sFlt-1 em vilosidades saudaveis
cultivadas com soro PE aumentou significativamente em relagéo ao controle
cultivado com soro saudavel, ao mesmo tempo em gue 0s niveis proteicos de
PIGF diminuiram. Esses dados corroboram estudos em linhagens de células
trofoblasticas e explantes placentarios, em que também se observou alteracéo
similar (MAHAMEED, et al., 2015; GANAPATHY, et al., 2006).
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Os efeitos do soro PE sobre os vilos coridnicos de placentas de
gestantes saudaveis indicam, sobretudo, uma capacidade de ativacdo e
subsequente expressdo de genes, detectados por sua transcricdo em RNA
mensageiros especificos e ainda nas mudancgas nos niveis protéicos destes
produtos. Este continuo estimulo na interface materno-fetal nas pacientes pré-
eclampticas, pode fazer parte do agravamento desta doenca, na medida em
gue mantém o estimulo ao aumento da expressao de sFlt-1 e diminuicdo de
PIGF.

Um efeito sobre a atividade génica e protéica dos vilos de gestacdes
pré-eclampticas cultivadas na presenca de soro saudavel, o que poderia
significar uma possibilidade de amenizar a condicdo pré-eclamptica, entretanto,
nado foi observado. A presenca do soro saudavel resultou em maiores niveis
expressdo génica e proteica de PIGF, mas ndo reduziu os de sFlt-1, que
inclusive mostrou niveis ainda mais altos de expressao em relagdo ao controle.
Esse padrdao de resposta com aumento de sFlt-1 acompanhando a bio-
disponibilidade de PIGF, ndo resultou, portanto na aproximacao de um perfil
semelhante ao da condicdo saudavel. Uma possivel explicacdo pode ser o
curto tempo de cultivo, talvez ndo suficiente para desprogramacdo da
expressao de sFltl nessas células.

Por outro lado, conforme mostrado em estudos em modelos animais,
sFlt-1 é um das principais pecas no desenvolvimento da hipertensdo associada
a disfuncdo endotelial (BRIDGES et al., 2009) e talvez na PE, as vias de sua
regulacéo sejam independentes das condi¢bes ambientais.

A PE é um distarbio vascular sistémico, que frequentemente afeta o
figado materno, com enzimas hepaticas elevadas e, em casos mais extremos,
com desordem do sistema de coagulagdo, descolamento da placenta, ascite,
sangramento intra-abdominal, edema pulmonar e insuficiéncia renal.
Complicacbes cerebrovasculares, incluindo acidente vascular cerebral e
hemorragia cerebral, responsaveis por mortes relacionadas a eclampsia. Em
vista disso, € possivel que a interface fetal materna exposta a essas condi¢cdes
por semanas de gestacdo tenha alterado ou até mesmo perdido
irreversivelmente o padrdo regulatério da resposta sFIt-1 em fungdo do

ambiente.
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7.4 A modulagéo do perfil de citocinas

Interacbes materno-fetais incluem o estabelecimento de um estado
inflamatorio sistémico leve, intimamente ligado a ativacéo do endotélio vascular
e leucécitos, e a respostas especificas das células deciduas e trofoblasticas.
Ele é particularmente aparente no primeiro e terceiro trimestre da gravidez
(WILLIAMS, et al., 2009; REDMAN; SARGENT, 2010). Alteracbes neste
delicado equilibrio imunol6gico, com desvio para um perfil inflamatério, tem
sido demonstrado em mulheres PE, apoiando o papel das citocinas como
mediadores criticos da disfuncdo vascular nessa desordem. (SAITO, et al.,
2007; DANEVA, et al., 2016).

Em nosso estudo, o soro de pacientes com PE aumentou os niveis de
IL-12, IL-8 e IL-1B8 em placentas saudaveis, sugerindo uma modulagao imposta
pelo ambiente. As citocinas pro-inflamatorias sdo produzidas em resposta a
estimulos inflamatorios, que certamente estdo presentes no soro de mulheres
pré-eclampticas. Além disso, indicam o potencial placentéario em contribuir com
citocinas inflamatérias para o organismo materno, o que pode refletir um ciclo
de agravamento da doenca que se perpetua nesse processo de ativacéo
mutua.

A IL-1B3 é uma componente fundamental da resposta pro-inflamatéria,
com multiplas fungBes no sistema imune inato, atuando como orquestrador da
inflamacdo em cenarios de lesdo. Seus niveis estdo elevados no plasma de
mulheres PE (FERGUSON et al., 2017), mas sua expressao pelos tecidos
placentarios € controversa (OPSJON et al., 1995; RINEHART, et al., 1999). A
secrecdo por explantes placentérios tem sido relatada em resposta a hipoxia
(BENYO, et al.,, 2001), uma condicdo também observada na PE de inicio
precoce (AMASH, et al., 2010).

Corroborando nossos achados, a producdo placentaria de IL-8 também
foi previamente relatada em alta concentragéo na placenta a termo (SHIMOYA,
et al., 1992). O RNAm e a proteina IL-8 estavam localizados no citotrofoblasto,
no sinciciotrofoblasto e nas células Hofbauer da placenta (SAITO et al., 1994).
Embora a IL-8 seja primariamente um potente quimioatrativo de neutréfilos

(HARADA et al., 1994), também esta envolvida na inducdo de angiogénese
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(WU et al., 2018) e, recentemente, parece desempenhar papéis importantes na
migracdo e invasado de células trofoblasticas (JOVANOVIC, et al., 2010). Nos
ensaios que conduzimos o aumento placentario de IL-8 em placentas
estimuladas com soro de PE pode ser uma resposta a producéo exacerbada da
citocina pro-inflamatoria IL-13, um fator chave na indugdo de outras citocinas
pro-inflamatorias. Além disso, uma resposta placentaria aos fatores de PE para
aumentar a angiogénese via IL-8 também é uma possibilidade. Juntos, esses
dados confirmam a existéncia de uma resposta pré-inflamatéria placentaria ao
PE sérico e reforcam nossa hipétese de que o ambiente PE pode contribuir
para a disfuncao placentaria materna.

Durante a gestacdo, a presenca de IL-10 parece ser uma condicao
essencial para integrar a interface materno-fetal e o organismo materno.
Curiosamente, detectamos aumento da producao de IL-10, um forte supressor
de citocinas pro-inflamatdrias, em uma resposta conjunta com as interleucinas
inflamatérias IL-1 e IL-8. Neste contexto, € possivel que a producédo de IL-10
placentario tenha sido um mecanismo compensatério para restaurar a
homeostase do meio ambiente.

Além disso, questionamos qual pode ser o comportamento da placenta
do PE, adaptado a um estado inflamatério, em um ambiente saudavel. Soro de
gestantes saudaveis induziu reducéo significativa de IL-6, IL-12 e TNF-a em
placentas de PE e elevou os niveis de IL-10 e IL-1B. Essas mudancas
enfatizam a possivel interferéncia do ambiente quando estimulos especificos
ndo sao perpetuados e a plasticidade das células da placenta para acomodar-
se rapidamente a uma nova condicdo. A reducédo de IL-6, TNF-a e IL-12 e
aumento de IL-10 parece se encaixar nesse conceito, contribuindo para
atenuar as caracteristicas inflamatorias da placenta de PE. No entanto, o soro
de gestantes saudaveis néo foi eficiente na reducéo da IL-1B. E possivel que a
IL-1B8, sendo um fator chave inflamatério, tenha mecanismos regulatérios
diferentes das citocinas inflamatdrias remanescentes analisadas.

Evidéncias mostram que a molécula NALP3 da via do inflamassoma esta
positivamente regulada em placentas de mulheres com PE (WEEL, et al.,
2017), o que pode estar associado a producdo de IL-1f em nosso contexto

experimental. O inflamassoma € constituido por um complexo de proteinas que
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medeiam a resposta imune inata via caspase-l1 promovendo, entre outros
fatores, a producao de IL-1B (GUO et al, 2015). Em pacientes pré-eclampticas,
a excessiva produgdo de citocinas inflamatorias (RAGHUPATHY, 2013)
associada a producao insuficiente de IL-10 pela placenta (MAKRIS, et al.,
2016) e, periférica por mondcitos (PERACOLI, et al., 2013), colabora para a
instalacdo de um quadro inflamatorio persistente que, combinada a producao
de acido Urico elevada, pode elevar também os niveis de IL-1p.

Diante deste quadro, é possivel que o tempo de exposicdo a estes
fatores, possa ter ocasionado um imprinting gendmico, tornando estas
caracteristicas irreversiveis. Variacbes epigenéticas intrauterina tém sido
associadas a resultados adversos da gravidez, e nao surpreendentemente,
dadas as suas fungdes multifacetadas e importante papel na regulacédo do
sucesso gestacional, a placenta apresenta caracteristicas epigenéticas Unicas.
A variacdo epigenética placentaria esta emergindo como uma possivel
mediadora de influéncia ambiental no funcionamento placentario e reguladora
chave do progndstico gestacional (JANUAR, et al., 2015; CARNEY, 2017).

A partir desses dados, é evidente que os explantes de vilos placentarios
de um paciente saudavel sdo mais suscetiveis a responder as condicdes
ambientais do que os explantes obtidos de gestantes pré-eclampticas.
Enquanto a placenta saudavel com soro PE mimetiza padrbes de fatores
inflamatorios e angiogénicos observados na PE, a placenta pré-eclamptica ndo
reverteu a producdo de sFlt-1 quando submetida a um ambiente saudavel.
Esses dados enfatizam a plasticidade da interface materno-fetal e a
possibilidade de um circuito de auto-alimentacdo resultante de proteinas
circulantes levando a mudancas na secrecdo placentaria e agravando a

condicao pré-eclamptica.

7.5 Considerac@es finais

O sucesso da gestacdo depende de uma série de fatores que, juntos,
irdo compor a rede de interacdo equilibrada entre mae e feto. Qualquer
desequilibrio nesta regulacdo poderd comprometer a gestagcdo. Tentativas de

explicar a etiologia da PE resultaram em uma infinidade de postulados.
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Atualmente, as condi¢cfes de maior relevancia incluem estudos relacionados a
placentacdo defeituosa, predisposicdo genética, mal adaptacdo imunologica,
baixa tolerancia a alteracbes inflamatérias, desequilibrio angiogénico e
desequilibrio nutricional. Porém, sua natureza multifatorial permite sua
observacédo através de diferentes contextos. Sendo assim, neste trabalho
optamos por uma nova perspectiva de estudos sobre a fisiologia da PE
voltando-se para as condi¢des maternas na modulacdo da resposta local, em
um cendrio que por décadas foi direcionado principalmente ao
comprometimento funcional do trofoblasto.

Nosso estudo apresenta algumas limitagbes incluindo a pequena
amostragem do grupo de gestantes pré-eclampticas puras, uma vez que todos
0os casos de PE que apresentavam alguma outra co-morbidade foram
descartados ao longo do periodo de sele¢do. As condicBes de cultivo das
vilosidades coridnicas foram estabelecidas em normoxia e, sabe-se que a PE
surge em um contexto onde ha baixa perfusédo placentaria, sendo assim, ndo
temos como descartar a possibilidade de uma resposta celular diferente em um
ambiente hipoxico. Se levarmos em consideragdo a forma como o0s
experimentos foram conduzidos, podemos inferir que induzimos uma alteracao
no microambiente original ao qual as vilosidades coridnicas estavam adaptadas
e isso representa um tipo de modulacdo que pode levar a variacdes
epigenéticas. Sendo assim, futuras analises nos padrbes de modulacdo
epigenética, controle por micro RNAs ou exossomas, poderiam oferecer novas
perspectivas em relacdo a resposta placentaria frente alteragbes no
microambiente. Nossos dados sédo consistentes no que se diz respeito a
plasticidade da placenta pré-eclamptica, respondendo a variacbes do
microambiente e, em termos, tentando aproximar-se do perfil de resposta de
uma placenta saudavel. Nossos resultados reforcam também os dados da
literatura em relacdo as caracteristicas marcantes da placenta pré-eclamptica
guanto a producdo do fator anti-angiogénicos Flt-1 e IL-1B, levantando a
correlagcdo com as possiveis modulacdes epigenéticas sofridas pelas células do

trofoblasto durante a gestagao.



8. CONCLUSOES
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Nossos resultados nos permitiram concluir que:

i)

Placentas saudaveis sdo mais sensiveis as variacdes das condicdes
ambientais do que os explantes de placentas de mulheres com PE;
Existe uma plasticidade da interface materno-fetal com modulagao da
expressdo de fatores de regulacdo angiogénica em funcdo das
alteracbes do meio ambiente;

A instalacdo de um circuito de retroalimentacdo dos fatores
angiogénicos associados a PE por meio da expressao placentaria,
pode ser um agravante para a condi¢ao pré-eclamptica;

Essa € a primeira vez que € detectada uma possivel acdo retro
dependente do sangue materno que, ao banhar a superficie
trofoblastica pode desencadear uma resposta multiplicadora e
patologicamente agravante para o estabelecimento da PE.
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Anexo 1 - Reagentes e suas procedéncias

Abcam Inc. (Cambridge, MA, USA): anticorpo monoclonal de coelho anti-sFlt-1
(Clone Y103, AB32152), anticorpo policlonal de coelho anti-PIGF (AB9542).
Ambion (Life Technologies, EUA): Kit RNA Pure Link. Applied Biosystems
(Foster City, CA): Kit de Transcricdo Reversa de cDNA High Capacity, Power
UP SYBR Green PCR Master Mix™. Amersham Biosciences (Uppsala,
Suécia); azul de bromofenol, tris-hidroximetil-aminometano, tween-20,
membranas de nitrocelulose. BD Biosciences, San Jose, CA: BD Cytometric
Bead Array (CBA), MITOS. Bio-Rad Laboratories (CA, USA): membrana de
nitrocelulose de 0,22 micras, sistema de quimioluminiscéncia Clarity Western
ECL, padrdo de peso molecular para proteinas Kaleidoscope, acrilamida.
Merck (Darmstadt, Alemanha): Histosec®, metanol, hematoxilina de Mayer,
eosina. Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA): piruvato de sodio, lactato
de célcio, inibidores de protease e fosfatase, silane, DMSO, tampao fosfato
salina (PBS), solucéo salina balanceada de Hanks, meio de cultivo DMEM-F12,
anticorpo primério monoclonal produzido em coelho anti-B-actina, albumina de
soro bovino (BSA), Triton X-100, persulfato de aménio, fenilmetanosul-
fonilfluorido (PMSF), ortovonadata de sodio (Na4VO3), acido deoxicolato de
sédio, Tris-HCI, (glicina, tetrametiletiienediamina (TEMED). Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA): soro bovino fetal (SBF), dodecil sulfato de sodio (SDS),
DNAse | de amplificagcdo. KPL: anticorpo secundario cabra anti-lgG de coelho
conjugado com HRP. R & D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, EUA): Kits de
ELISA Quantikine® especificos para VEGF R1 / FIt-1 e PLGF. Thermo Fisher
Scientific Inc., (Waltham, MA, USA): MTT. Pierce (Rockford, IL, EUA): BCA
Protein Assay Reagent. Vitrocell-Embriolife (Campinas, SP, Brasil): sulfato

de gentamicina, anfotericina B, penicilina/estreptomicina.
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Figura suplementar 1 — Andlise comparativa da producao global proteica dos
fatores vasoativos produzidos apo6s tratamento com soro materno — Western

Bloting.
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Figura suplementar 1 — Padrao global de producédo proteica dos fatores vasoativos sFit-1 (A) e
PLGF (B) produzidos apds tratamento com soro materno, obtida por Western Blotting.
Explantes placentarios de mulheres saudaveis (N-PL) tratadas com soro PE (PE-S) foram
comparadas aos seus respectivos controles tratados com soro normal (N-S), e explantes de
placentas PE (PE-PL) tratados com soro saudavel (N-S) comparados com seu controle tratado
com soro PE (PE-S). *p<0.05, Teste t de Student. n=4.
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Figura suplementar 2 — Andalise comparativa da producao global proteica dos

fatores vasoativos produzidos apés tratamento com soro materno — ELISA
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Figura suplementar 2 — Padréo global de producdo proteica dos fatores vasoativos sFit-1 (A) e
PLGF (B) produzidos ap0Os tratamento com soro materno, obtida por ELISA. Explantes
placentarios de mulheres saudaveis (N-PL) tratadas com soro PE (PE-S) foram comparadas
aos seus respectivos controles tratados com soro normal (N-S), e explantes de placentas PE
(PE-PL) tratados com soro saudavel (N-S) comparados com seu controle tratado com soro PE

(PE-S). *p<0.05, Teste t de Student. n=4.
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Figura suplementar 3 — Andalise comparativa da producéo global génica dos

fatores vasoativos produzidos apés tratamento com soro materno
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Figura suplementar 3 — Padréo global de producédo génica dos fatores vasoativos sFit-1 (A) e
PLGF (B) produzidos apds tratamento com soro materno. Explantes placentérios de mulheres
saudaveis (N-PL) tratadas com soro PE (PE-S) foram comparadas aos seus respectivos
controles tratados com soro normal (N-S), e explantes de placentas PE (PE-PL) tratados com
soro saudavel (N-S) comparados com seu controle tratado com soro PE (PE-S). *p<0.05, Teste
t de Student. n= 4.



