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RESUMO

CASTRO, KR. Efeito do soro de gestantes com pré-ecléampsia sobre a via de
estresse de reticulo endoplasmatico em células trofoblasticas [tese]. Sao Paulo:

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2020.

E no reticulo endoplasmatico que ocorre a sintese, o enovelamento e a maturacdo
de proteinas, sendo esta uma organela extremamente sensivel as variagbes de
estimulos que possam interferir na homeostase celular. Quando ha um ambiente
desfavoravel ou maior demanda de sintese proteica, ocorre uma falha no
enovelamento de proteinas e inicia-se um acumulo de proteinas mal-enoveladas,
levando a célula ao Estresse de Reticulo Endoplasmatico (RE). Em resposta, ocorre
a ativagdo da via de sinalizacdo conhecida como resposta as proteinas mal-
enoveladas (do inglés, Unfolded Protein Response, UPR). Se a URP falhar na
restauracdo da homeostase celular, a prépria via ativa mecanismos que levam a
apoptose, evitando que a célula secrete para o ambiente extracelular moléculas
nao-funcionais. A UPR tem sido estudada em diversas fisiopatologias como
doengas neurodegenerativas e diabetes e, na gestacdo, a pré-eclampsia (PE)
precoce. Na PE, ha um desbalanco na sintese e liberacdo de fatores placentarios
associado a uma resposta materna sistémica que consiste em inflamacgao vascular
generalizada. Evidéncias mostram uma relevancia neste desbalanco dos produtos
placentarios na patogenese da PE. Neste estudo, avaliamos o efeito do soro de
gestante PE sobre a via de estresse de RE nos explantes coridénicos de placentas
a termo saudaveis, tratadas com soro das gestantes saudaveis (controle) e com PE
por 24h e em células HTR-8/Svneo por 3h, 6h, 12h e 24h. A razao sFlt-1/PIGF foi
maior no soro das gestantes com PE (p=0,02). Apds 24h de tratamento com o soro
PE, os explantes placentarios apresentaram reducdo no metabolismo celular e
viabilidade celular (p=0,007) tiveram mais mortes quando comparados com o
controle (p=0,01). Houve um aumento significativo na expressdo dos genes
GADD34 (p=0,02), CHOP (p=0,0001) e SDF2 (p=0,03) nos explantes, apds 24h de

tratamento com soro PE quando comparado ao grupo controle. A expressao génica



de ATF4 e sXBP1 nao apresentou alteragdo. Ocorreu aumento significativo da
expressao proteica de GRP78 (p=0,02), SDF2 (p=0,007), p-elF2a (p=0,01) e a
razao p-elF2o/elF2a (p=0,0006) nos explantes tratados com soro PE em
comparagao com o controle. Ndo houve alteragao significativa na expressao de
elF2a total. As células HTR-8/Sv-neo apresentaram mais mortes apés 12h (0,007)
e 24h (p=0,007) de tratamento com soro PE quando comparadas com o grupo
controle (soro saudavel). A expressdo génica de GADD34 (12h: p=0,0001; 24h:
p=0,006), CHOP (12h: p<0,001; 24h: p<0,01) e SDF2 (p<0,0001) ATF4 (p<0,0001)
aumentaram significativamente apdés 24h de tratamento com soro PE quando
comparada ao controle. Um aumento significativo na expressao proteica de elF2a
total foi observado apés 12h (p=0,016) e expressao proteica de p-elF2a foi
significativamente maior apds 6h (p=0,034) e 12h (p=0,012) de tratamento do soro
PE comparadas com seus respectivos controles. A razao p-elF2a/elF2o foi
significativamente maior apds 6h de tratamento (p=0,007). A expressao proteica de
SDF2 foi maior em 12h (p=0,01) e 24h (p=0,01) em relagéo ao grupo controle. Este
estudo pode oferecer novas perspectivas na compreensao da PE, na medida em
que avalia se o ambiente materno fornecendo evidencias de que o soro de mulheres
gestantes com PE possui fatores desencadeante de estresse de RE e de resposta

a proteinas mal enoveladas (UPR) nos vilos placentarios.

Palavras-chave: Placenta. Células trofoblasticas. Pré-eclampsia. Estresse de RE,
UPR.



ABSTRACT

CASTRO, KR. Effect of serum from pregnant women with pre-eclampsia on the
endoplasmic reticulum stress pathway in trophoblastic cells [thesis]. Sdo Paulo:

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2020.

It is in the endoplasmic reticulum that protein synthesis, folding and maturation
occurs, which is an organelle extremely sensitive to variations in stimuli that may
interfere with cell homeostasis. When there is an unfavorable environment or greater
demand for protein synthesis, a failure in protein folding occurs and an accumulation
of poorly folded proteins begins, leading the cell to Endoplasmic Reticulum Stress
(ER). In response, activation of the signaling pathway known as the response to
malfolded proteins occurs Unfolded Protein Response (UPR). If URP fails to restore
cellular homeostasis, the pathway itself activates mechanisms that lead to apoptosis,
preventing the cell from secreting non-functional molecules to the extracellular
environment. UPR has been studied in several pathophysiology such as
neurodegenerative diseases and diabetes and, in pregnancy, early pre-eclampsia
(PE). In PE, there is an imbalance in the synthesis and release of placental factors
associated with a systemic maternal response that consists of generalized vascular
inflammation. Evidence shows a relevance in this imbalance of placental products in
the pathogenesis of PE. In this study, we evaluated the effect of the serum of PE
pregnant women on the ER stress pathway in chorionic explants of healthy term
placentas, treated with serum from healthy pregnant women (control) and with PE
for 24h and in HTR-8/Sv-neo cells for 3h, 6h, 12h and 24h. The sFlt-1/PIGF ratio
was higher in the serum of pregnant women with PE (p=0.02). After 24h of treatment
with PE serum, placental explants showed a reduction in cell metabolism and cell
viability (p=0.007) had more deaths when compared to control (p=0.01). There was
a significant increase in the expression of the GADD34 (p=0.02), CHOP (p=0.0001)
and SDF2 (p=0.03) genes in the explants, after 24h of treatment with PE serum
when compared to the control group. The gene expression of ATF4 and sXBP1 did

not change. There was a significant increase in GRP78 protein expression (p=0.02),



SDF2 (p=0.007), p-elF2a (p=0.01) and the p-elF2a/elF2a ratio (p=0.0006) in
explants treated with PE serum compared to the control. There was no significant
change in the expression of total elF2a. HTR-8/Svneo cells showed more deaths
after 12h (0.007) and 24h (p = 0.007) of treatment with PE serum when compared
to the control group (healthy serum). Gene expression of GADD34 (12h: p=0.0001;
24h: p=0.006), CHOP (12h: p<0.001; 24h: p<0.01) and SDF2 (p<0.0001) ATF4
(p<0.0001) increased significantly after 24h of treatment with PE serum when
compared to the control. A significant increase in total elF2a protein expression was
observed after 12h (p=0.016) and p-elF2a protein expression was significantly
higher after 6h (p=0.034) and 12h (p= 0.012) of PE serum treatment compared with
their respective controls. The p-elF2a/elF2a ratio was significantly higher after 6
hours of treatment (p=0.007). Protein expression of SDF2 was higher in 12h (p=0.01)
and 24h (p=0.01) in relation to the control group. This study may offer new
perspectives in the understanding of PE, as it assesses whether the maternal
environment providing evidence that the serum of pregnant women with PE has
triggering factors for ER stress and response to poorly folded proteins (UPR) in villi

placental.

Keywords: Placenta. Trophoblastic cells. Pre-eclampsia. RE stress. UPR.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Remodelagéo das artérias espiraladas e invasao citotrofoblasticas......44

Figura 2 - Fatores angiogénicos e anti-angiogénicos presentes na circulagao

materna na gestacao saudavel e na pré-eclampsia...........cccceeviiiiiieeiiccccceee e, 49
Figura 3 - Ativagdo da viade Estresse de RE............ccooiiiiiiii e, 53

Figura 4 - Expressao dos fatores vasoativos sFIt1 e PIGF no soro de pacientes

saudaveis (barras brancas) e de PE (barras pretas)..........ccccoevvviviiiiiiiicieieee 85

Figura 5 - Relacdo entre atividade metabdlica e quantidade de tecido versus

quantidade de proteinas extraidas............ccooeviiiiiiiiiiiiie e 86

Figura 6 - Redugao da atividade metabdlica dos explantes coridnicos de gestantes

saudaveis tratados com soro de gestantes PE (SPE)...........ccccoovceiiiiiiiii 87

Figura 7 - Niveis de LDH liberados pelos explantes coridnicos apés tratamento com
soro de gestantes saudaveis (PS-SS) e com PE (PS-SPE), por 24 horas.....88

Figura 8 - Expressao génica dos marcadores de extresse de RE nos explantes

coribnicos de gestantes saudaveis tratados com soro saudavel (SS) e PE

Figura 9 - Expressao protéica de GRP78, p-elF2a e elF2a total e, SDF2 nos

explantes coribnicos, avaliada por Western Blotting.............c.c.ccoovuueeeviviiciieeneenn. 91

Figura 10 - Niveis de LDH liberados pelas células HTR-8/Sv-neo apds tratamento
com soro de gestantes saudaveis (HTR8-SS-12H) e com PE (HTR8-SPE-24H), por
12N € 24N . e e e a——— 93



Figura 11 - Expressao génica de GADD34, CHOP, GADD34 e SDF2 em células
trofoblasticas HTR-8/Sv-neo tratadas com soro saudavel (SS) e PE (SPE) por 12h

Figura 12 - Expresséao proteica (Western Blotting) de p-elF2a e elF2a total nas
células trofoblasticas HTR-8/Sv-neo tratadas com soro de gestantes saudaveis e
PE por 3h, 6N, 120 € 24N......oooiiiii e 97

Figura 13 - Expresséao proteica de SDF2 nas células trofoblasticas HTR-8/Sv-neo

cultivadas com soro de gestantes saudaveis (SS) e com PE (SPE) por 3, 6, 12 e



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Primers e condigdes de amplificacao...............cveiiiiieiiiiiiiieciiieen, 75
Tabela 2 — Anticorpos primarios € dilUiGOES.............ceeieiiiiiiiiiieeieicee e 77
Tabela 3 — Anticorpos secundarios € dilUIGOES...........ccoevvvvuiiiieeiiiiiiee e, 77

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e desfechos gestacionais das pacientes
SAUAAVEIS € COM PE.. .. e 84



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ang — angiopoietina

ATF-6 — activating transcription factor 6

ATF4 — Activating Transcription Factor 4

ATP — adenosina trifosfato

Bcl-2 — B cell CLL/lymphoma-2

BiP — Binding Protein

CALR - calreticulina

CHOP - transcription factor C/EBP homologous protein
CTEN - citotrofoblasto extraviloso endovascular
DMSO - sulféxido de dimetilo

elF2a — fator de iniciagao da tradugao eucariético 2a
ERAD - Endoplasmic Reticulum Associated Degradation
EROS - espécies reativas de oxigénio

GADD34 - growth-arrest DNA damage gene 34

GRP - glucose-regulated protein

hCG — gonadotrofina coribnica humana

HELLP — hemdlise, enzimas hepaticas elevadas, baixa contagem de plaquetas
HIF-1 — fator indutor de hipdxia

HIV — virus da imunodeficiéncia humana

HLA — antigenos leucocitarios humanos

hPL — horménio lactogénico placentario

HSP70 — heat chock protein 70

IFNy — interferon gama



IGF-1 — fator de crescimento semelhante a insulina

IL — interleucina

IRE-1 — inositol-requiring enzyme 1

ISSHP — International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy
LDH - lactato desidrogenase

MHC - complexo principal de histocompatibilidade

mTOR — mammalian target of rapamicin

MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
NFkB — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NK — célula natural killer

NO — oxido nitrico

PBS — tampao fosfato-salina

PE — pré-eclampsia

PERK — protein Kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase
PIGF — fator de crescimento placentario

RCF - restricao do crescimento fetal

RE - reticulo endoplasmatico

SDF2 — Stromal Cell Derived Factor 2

SDF2L1 — Stromal Cell Derived Factor 2-like1

sFIt-1 — tirosina 1 semelhante a fms soluvel

TGFp-1 — fator transformante de crescimento beta-1

Th —célula T helper

TNFa — fator de necrose tumoral alfa

UPR — Unfolded Protein Response

VEGF - fator de crescimento endovascular



VEGFR - receptor do fator de crescimento endovascular

XBP-1 — x-box binding protein



SUMARIO

O 1020 L1 oY 26
2 REVISAO DE LITERATURAL.........ccoreecrtrccstsae e eas s e e sse e eas e se e sas s sas e nenes 32
2.1 PRE-ECLAMPSIA. ..ottt en e 33
2.1.1 DEFINIGAO CLINICA.......ocoiuiieeee e 33

2.1.2 FAtOres d€ MSCO.......uuiiiieiiiiiiiiiieee et 37

2.1.3 Mecanismos de desenvolvimento da PE................ccccoiiiis 42

2.1.3.1 Primeiro estagio: placentagdo anormal e invasao

trofoDIAStICAS. .. oo 43

2.1.3.2 Segundo estagio: Desenvolvimento da sindrome

MATEINA. ..ot 47

2.2 O estresse de Reticulo endoplasmatico...........cccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeenn, 51
2.2.1 Mecanismos de sobrevivéncia, a placenta e o estresse de RE......56
2220estressede RE€aPE........ccoiiiiiii e 57

S JUSTIFICATIVA. ...t e 62
4 OBUETIVOS...... .ot iree s s s s sns s ms s s s s mn s same e s smnnsssnn e s 64
4.1 ObJEtiVO GEIal....uueeei i 65
4.2 Objetivos ESPECIfiCOS......ooiiiiiiiiiiiie i 65
5 MATERIAL E METODOS.........cooocceireteeraeese e sesesssassssesesesesssssssssssssssnssssssnes 66
5.1 Procedéncias dOS reagentes..........cccoeeeeiiiiiiiiieiiiiciiie e 67
5.2 AMOStras de SANQUE.........cuuiuiiiiiiiiie e 68
5.3 Producgao de fatores vasoativos.............cuuveiiiiiiiiiiiiiieecee e 69

5.4 Anadlise do efeito do soro de gestante PE sobre os explantes

coriénicos..69



5.4.1 Cultivo dos explantes placentarios e tratamento com soro de

gestantes saudaveis € COM PE...........oouiiiiiiiiiii e 69
5.4.2 Ensaio atividade metabdlica por MTT.........coovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeieiinee, 71
5.4.3 Ensaio atividade citotoxica por LDH.............cceeieiiiiiiiiiiiieeceereiin, 71
5.4.4 Analise da expressao génica por PCR em tempo real (q-PCR).....72
5.4.4.1 Extracdo de RNA dos explantes coribnicos...................... 72

5.4.4.2 Remogao do DNA gendmicCo..........cccovvvveviiiiiiiiiiiiee e, 73

5.4.4.3 Sintese de CDNA ... 74
5.4.4.4Real TIMe qPCR.......cooviiiiiieee e, 74

5.5 Andlise da expressao proteica por Western Blotting.............ccccoeeeeeenn. 75

5.6 Analise do efeito do soro de gestante PE sobre as linhagens trofoblasticas
HTR-8 SVNEO....cciiiiiiiiiiiiiieee e 77

5.6.1 Cultivo das linhagens trofoblasticas HTR-8 SVneo e tratamento com

soro de gestantes saudaveis e PE.............ccccieeei 77
5.6.2 Ensaio atividade citotoxica por LDH............cccooeiiiiiiiiiiieieeeiin, 78

5.6.3 Anadlise da expressdo génica por PCR em tempo real (g-

PCR ). ettt 78

5.6.3.1 Preparacao das mostras para RT-gPCR .................couu.... 78

5.6.3.2Real TIMe qPCR........coviiiieeeeee e, 79

5.6.4 Analise da expressao proteica por Western Blotting..................... 79

6 ANALISE ESTATISTICA......ccooniereerrmmrecssessesss s sesesssesssssesssessessssssssssasens 80
7 RESULTADOS........ccoiiiirriiersssrssssss s se s s ssse s sms s sms s senn e ssssmssssmn s sssne sassnnes 82
7.1. Caracteristicas clinicas do estudo da populagao................ccccevveeeeenns 83

7.2 Expressao dos fatores vasoativos sFIt1 e PIGF no soro das gestantes
SAUAAVEIS/PE. ... 84



7.3 Avaliacao dos efeitos do soro de gestantes com PE sobre os explantes

coridnicos de gestantes SAUAAVEIS.............uuuvuiiiiiiiiiiieiie e 85
7.3.1 Atividade metabdlica...............uuvviiiiiiiiie e 85
7.3.2 Atividade CitotOXICa.........ccoeeeiieieiiee e 87

7.3.3.1 Expressao génica dos marcadores de estresse de RE.....88
7.3.3.2 Expressao proteica dos marcadores de estresse de RE...90

7.4 Avaliacdo dos efeitos do soro de gestantes com PE sobre as células
trofoblasticas HTR-8/SV-NEO0...........cccuiiiiiiii 92

7.4.1 Efeitos citotoxicos do soro de gestantes sobre sobre as células HTR-

7.4.2.2 Expressao proteica dos marcadores de estresse de RE...96
B DISCUSSAD. ... .cceuiiiuiiiei it era e eea e eaa s e raa s e sasraasseaaasesanssenanssrnnnsens 100
T o3 0] N od ILU EST 0] =X 7 114

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....ouieeieee et eeeeeeeereereeseesessssnssnaenns 116



1 INTRODUGAO



27

A placenta é um drgao materno-fetal transitério e multifuncional que
desempenha fungdes respiratdrias, nutritivas, excretoras e imunoldgicas, além de
produzir hormdnios necessarios para o sucesso da gestacdo (Evain-Brion e
Malassine, 2003).

O componente materno da placenta é formado por células que se diferenciam
a partir dos fibroblastos da camada funcional do endométrio e que em conjunto
formam a decidua basal. Embora diferenciacao decidual também ocorra em outras
regides (decidua capsular e parietal, ndo associadas ao local de implantagéo
embrionaria) € a decidua basal que mantem contato com a porgéao fetal da placenta
— os vilos coribnicos e o trofoblasto extraviloso - e € também denominada de placa
basal (Wynn, 1967).

Os vilos coribnicos sao formados por um eixo de tecido mesenquimal
vascularizado e com macréfagos, revestido por células trofoblasticas
individualizadas — citotrofoblasto - e uma camada sincicial, - o sinciciotrofoblasto.
Nas fases gestacionais mais adiantadas, ha escasseamento das células do
citotrofoblasto. Ao longo da gestacéo, os vilos coriénicos se ramificam intensamente
e sua superficie sincicial faz contato com o sangue materno, extravasado nos
espacos intervilosos. A superficie do sinciciotrofoblasto em contato com o sangue
materno € responsavel pelas trocas moleculares, gasosas e nutritivas entre os
organismos materno e fetal (Kaufmann, 1985).

Na extremidade distal dos vilos coribnicos, células citotrofoblasticas proliferam,
rompem o revestimento sincicial e passam a interagir diretamente com os
componentes deciduais. Estas células trofoblasticas assumem diferentes
morfologias e fungbes, caracterizando subtipos de células denominadas de
citotrofoblasticas extravilosas e sdo consideradas de fundamental importancia para
a homeostase metabdlica, imunoldgica e funcional da gestacédo (Tarrade et al.,
2001).

Em um primeiro momento, as células citotrofoblasticas bloqueiam as
extremidades das artérias uterinas espiraladas, impedindo o fluxo sanguineo arterial

nos espacos intervilosos (Jaffe, Jauniaux e Hustin, 1997). Neste periodo, estas
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artérias passam por extenso processo de remodelamento das quais participam
células citotrofoblasticas extravilosas e outros componentes endometriais como as
abundantes células NK presentes no endométrio (Ratsep et al., 2015). As células
do citotrofoblasto extraviloso substituem as células endoteliais e musculares
vasculares formando canais vasculares que levam a uma circulacao placentaria de
alto fluxo e baixa resisténcia, garantindo uma perfusao mais abundante e regular no
espaco interviloso (Granger et al.,, 2001). A abertura destes canais no espaco
interviloso ocorre ao redor da 122 semana de gestagao.

Especialmente a partir do 2° trimestre de gestagdo, o fluxo sanguineo
adequado na interface materno-fetal esta intimamente associado a vasodilatagao
da circulagao uterina, que em parte é assegurada também pelos canais vasculares
trofoblasticos (Brosen et al.; Robertson, Brosen e Dixon, 1967). A produgao de
fatores vasodilatadores por células endoteliais uterinas e de toda a circulacao
sistémica é aumentada durante a gestagao, assim como a resposta a estes fatores
também parece ser mais efetiva (Poston et al., 1995, Bird, Zhang e Magness, 2003).
Falhas nos mecanismos de vasodilatacdo e nas fungdes endoteliais sao
encontradas em doengas hipertensivas gestacionais (Morton, Care e Davidge,
2017).

As consequéncias destas doencas se fazem sentir tanto no feto como na
gestante. Em geral, acredita-se suas implicagdes fetais incluam hipdxia fetal,
restricdo de crescimento fetal (RCF), nascimento prematuro e até ébito fetal (Sibai,
2002; Bramham et al., 2014).

Varias classificacbes sdo descritas para os disturbios hipertensivos na
gravidez, entre elas, destacamos aqui a pré-eclampsia (PE), a eclampsia e a
sindrome HELLP (hemdlise, enzimas hepaticas elevadas, baixa contagem de
plaquetas), por serem as patologias gestacionais que causam os maiores riscos de
mortalidade e morbidade materna e perinatal (ACOG Practice Bulletin, 2019). Estas
desordens de incidéncia mundial, também podem limitar a saude materna e
determinar graves consequéncias ao feto e ao recém-nascido. No Brasil, as

sindromes hipertensivas da gestagao sédo as principais causas de morte materna
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principalmente quando apresentadas em suas formas mais graves: eclampsia e
sindrome HELLP (Queiroz, 2018).

Neste estudo, abordamos apenas a PE. Estima-se que esta desordem afete
4% a 5% das gestantes em todo o mundo (Phipps et al., 2019) e no Brasil, 1,5%
(Abalos et al., 2013). Além da hipertensao arterial, a PE se caracteriza também por
proteinuria, ocorrendo na segunda metade da gestagao, associada ao aumento de
inflamacéo sistémica (Redman e Sargent, 2004). A forma mais grave da PE ocorre
em cerca de 0,5% das gestacbes. Se expressa precocemente, podendo ser
diagnosticada apés a 202 semana de gestacao e esta associada a restricao do RCF
(Staff et al., 2013).

Ainda ha necessidade de muitos estudos para que possamos entender as
origens da PE; no entanto ha um consenso de que as causas devem ser
multifatoriais (Redman e Sargent, 2005). A remog¢ao da placenta € a unica forma
conhecida de abrandar os sintomas, sugerindo que fatores liberados pelo
trofoblasto atuam sobre o organismo materno de gestantes suscetiveis (Huppertz,
2008; Roberts e Escudero, 2012; Huppertz, 2015).

Principalmente a PE de inicio precoce tem sido atribuida a invasao superficial
do trofoblasto extraviloso na decidua, levando a uma remodelagao das arterias
uterinas de forma deficitaria e consequentemente a um fluxo sanguineo utero-
placentario inadequado. A remodelacao deficiente das artérias espirais uterinas por
sua vez, causam perfusao erratica na interface materno-fetal, com ondas de
isquemia e reperfusdo, levando a estresse oxidativo (Osol, Ko e Mandala, 2017) e
desbalango na producdo de fatores antiangiogénicos pelo trofoblasto
(Sankaralingam et al., 2006), o que se acredita que seja um fator crucial para a
disfuncao endotelial e inflamagao no organismo materno.

Disturbios como hipodxia e deprivagao de nutrientes, como os que acontecem
na pré-eclampsia também podem afetar a sintese protéica, alterando a estruturacao
de proteinas no reticulo endoplasmatico, evento celular conhecido como estresse
do reticulo endoplasmatico (RE) (Walter e Ron, 2011). Em geral, insultos celulares
com comprometimento do RE levam a producéo de proteinas mal-enoveladas no

lumen do RE, que por suas alteragdes nao prosseguem seu destino de secregéo,
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acumulando-se neste lumen (Walter e Ron, 2011). O estresse do RE ativa multiplas
respostas celulares com o intuito de resgatar a homeostasia celular ou induzir a
apoptose da célula injuriada, impedindo a secre¢cao de proteinas inativas ou
corrompidas (Xu, Bailly-Maitre e Reed, 2005). Esta resposta em conjunto é
denominada de “resposta a proteinas mal enoveladas” (UPR, do inglés, unfolded
protein response) (Schroder e Kaufman, 2005; Walter e Ron, 2011) e inclui a
inibicdo da sintese proteica, diminuicdo da proliferagdo celular, ativacdo de
respostas pro-inflamatérias e morte celular com prejuizo das fungdes organicas e
teciduais (Yung et al. 2008; Sano e Reed, 2013). Estudos prévios mostraram que
ocorre ativacao da via UPR em placentas de mulheres com PE de inicio precoce,
portanto grave (Yoshida, 2007; Burton e Yung, 2011). Estudos recentes também
mostraram que a proteina SDF2 esta estreitamente associada a via UPR (Lorenzon
et al., 2010), particularmente quando esta via ativa processos de morte celular
(Lorenzon et al.,, 2014). Além disso, também se observou aumento de sua
expressao nos casos mais severos desta doenga (Lorenzon et al., 2020).

A fisiopatologia da PE tem sido bastante discutida, assim como os fatores que
agravam o estado inflamatério e de saude geral da gestante. Estudos prévios em
nosso laboratério mostraram que o soro de gestantes com PE altera o perfil de
expressao génica dos fatores angioativos como o fator de crescimento placentario
(PIGF) e da tirosina 1 semelhante a fms soluvel (sFlt-1) por vilos coribnicos de
gestantes saudaveis (Prado, 2019). A alteragdo de expressao e secregcao destes
fatores tem sido considerados biomarcadores da PE (Monte, 2011; Mathur et al.,
2016; Tomimatsu et al., 2019). Neste contexto, estes resultados parecem indicar
que pode haver um mecanismo de retroalimentacdo crénico como fator de
agravamento da doenca. Nao esta claro, no entanto, se fatores circulantes maternos
gerados durante a PE grave podem atuar nas células da placenta, ativando
mecanismos de estresse e levando a um agravamento da PE. Propomos que este
seja um mecanismo que pode contribuir para os sintomas clinicos de agravamento
da pré-eclampsia. Mais especificamente, este estudo tem como proposta avaliar se
fatores presentes no soro materno exercem efeito sobre as células trofoblasticas

ativando a via de estresse de RE e desequilibrando a expressao dos produtos
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vasoativos que caracterizam o ambiente pré-eclamptico. Uma vez ativada, essa via
exacerba a resposta inicial desencadeante da patologia, fazendo com que a

resposta ao insulto patolégico seja ao mesmo tempo indutor e agravante da PE.



2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Pré-eclampsia

2.1.1 Definigao clinica

Embora a pré-eclampsia/eclampsia ndo tenha sido formalmente classificada
como um disturbio da gravidez durante os tempos antigos, escritos da Grécia antiga
mostram que o conceito de eclampsia era conhecido. Hipdcrates (400 a.C.) afirmava
que uma dor de cabega, aumento de peso e convulsdes durante a gravidez era um
mau prognostico (revisto por Bell, 2010).

Apenas em 1619 a palavra “eclampsia” aparece no Tratado de Ginecologia de
Varandaeus (Ong, 2004). No entanto, o primeiro obstetra a descrever
sistematicamente a eclampsia e a notar que primigestas apresentavam maior risco
de convulsdes em comparagao as multigestas, foi o francés Frangois Mauriceau.
Mauriceau entretanto, atribuiu as convulsdes a anormalidades na perda sanguinea
pos-parto ou na morte fetal intrauterina. Segundo suas interpretagdes, a auséncia
de fluxo sanguineo pds-parto estaria associada a inflamagao, dores na cabecga,
convulsoes, asfixia e morte. No caso de morte fetal intrauterina, o feto morto e retido
exalava humores fétidos e cadavéricos no utero, predispondo a mulher a convulsdes
(revisto por Bell, 2010).

A definicao das condigdes clinicas associadas a PE e eclampsia continuou a
ser aperfeicoada a medida que os sinais e sintomas classicos se tornavam mais
facilmente reconhecidos. Primeiramente, identificaram a presenga de edema e logo
depois incluiram presenga da albumina na urina (Chesley, 1984). Além disso,
também identificaram que estes sintomas surgiam no final da gestacéo
acompanhados de dores de cabeca, perda temporaria da visao, dor intensa no
estdbmago e edema das maos, bragos, pescogo e rosto (Johns, 1843). Entretanto,
somente no final do século XIX a hipertensdo foi associada a PE e eclampsia
(Chesley, 2015). O estado pré-eclamptico foi entao classificado de acordo com a
presenga de edema, proteinuria e dores que cabecga que poderiam progredir para

convulsao (Chesley, 2015).
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Em meados do séc. XX, a PE e eclampsia foi classificada como toxemia aguda
da gravidez. Os critérios para o diagnéstico de PE e eclampsia incluiam hipertensao,
edema ou proteinuria apés a 24a semana de gestacgao (Dexter, 1943).

Com o passar dos anos, o termo toxemia da gravidez foi substituido por
disturbios hipertensivos da gravidez recebendo uma nova classificagéo que incluiu
o desenvolvimento de hipertensdo com proteinuria, edema ou ambos com inicio
apo6s 20 semanas de gestagao (Sullivan, 1974).

Em 1988, a classificacdo da PE passou por mais uma revisao e foi agrupada
sob o termo hipertensao induzida pela gravidez e foi classificada como leve pela
presencga de hipertensao e edema, enquanto a pré-eclampsia grave foi classificada
pela presenca de hipertensdo e proteinuria com ou sem edema ou disturbios
cerebrais ou visuais (Hibbard, 1988).

Diante de manifestacdes clinicas incertas e as diferencas observadas nos
disturbios hipertensivos gestacionais, particularmente na PE, a Sociedade
Internacional de Estudos sobre Hipertensdo na Gravidez (ISSHP, do inglés:
International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy), em 2000,
reconheceu a necessidade de um consenso definitivo sobre os critérios de
classificagao e diagndstico (Tranquilli et al., 2014).

A partir destes critérios, a classificacdo da hipertensao gestacional e da PE
baseia-se no desenvolvimento de hipertensao arterial (> 140 mmHg sistélica ou >
90 mmHg diastdlica) apos 20 semanas de gestagao. No entanto, é aconselhado que
seja avaliada a pressao arterial da gestante entre 16 e 20 semanas afim de
averiguar se ha hipertensao crénica prévia a gestagao (Tranquilli et al., 2014).

Apds o diagndstico de hipertensao arterial, o proximo passo € diferenciar
hipertensao gestacional ou PE. A pré-eclampsia deve estar associada a proteinuria,
ou a disfungdes maternas em érgaos-alvo que podem determinar insuficiéncia renal
(creatinina > 90 umol/L; 1,02 mg/dL); disfungdo hepatica (aumento dos niveis de
transaminases) ou dor abdominal epigastrica; complicagbes neuroldgicas como
eclampsia, estado mental alterado, cegueira, acidente vascular cerebral entre

outros; complicagdes hematoldgicas (trombocitopenia - contagem de plaquetas
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abaixo de 150.000/dL, coagulagao intravascular disseminada, hemdlise) ou ainda,
disfungao uteroplacentaria, evidenciada pela RCF (Tranquilli et al., 2014).

A proteinuria é caracterizada pela perda de 300 mg ou mais de proteina na
urina em um periodo de 24 horas. Para maior agilidade no diagnéstico € indicado
que sejam realizadas avaliagbes em amostras isoladas de urina relacionando
proteinuria/creatininaria (>300mg/24 horas) (Ramos, Sass e Costa, 2017). Nem
sempre as gestantes diagnosticadas com pré-eclampsia apresentarao proteinuria,
no entanto, apresentam manifestacdes hepaticas, hematopoéticas ou outras
manifestacgdes.

Tranquilli et al. (2014) e Brown et al. (2018) revisaram as classificacbes das
sindromes hipertensivas na gestagdo realizada pela ISSHP que podem ser

classificadas como:

o Hipertensao arterial crénica (hipertensao preexistente): ocorre quando
a gestante apresenta aumento dos niveis pressoricos (> 140/90 mmHg)
antes da gestagao ou quando detectada no 1° trimestre da gestagao ou até
a 202 semana de gestagao, sem retorno a niveis normais apos o parto.

o Hipertensao cronica gestacional: ocorre o aumento dos niveis
pressoéricos (> 140/90 mmHg) pela primeira vez apds a 20 semana de
gestacgao, sem proteinuria, em mulheres previamente normotensas. A PE
nao se desenvolve e a pressao sanguinea retorna ao normal apds122
semanas apos o parto.

o Pré-eclampsia: ocorre quando a paciente apresenta, apds 202 semana de
gestagao, aumento dos niveis pressoricos (> 140/90 mmHg) associada com
a proteinuria (> 300mg/24 h) em duas amostras de urinas com intervalo de
4h. Na auséncia de proteinuria, pode haver associagdo de sintomas
neurolégicos e visuais, edema de pulm&o ou cianose, plaquetopenia
(<100.000/uL), dor epigastrica ou no quadrante superior direito, alteragbes
das enzimas do figado, diurese ou oliguria e RCF. Além disso, a PE também
€ classificada de acordo com o periodo em que é realizado o diagndstico,

como por exemplo, PE precoce, nos casos em que a gestante é diagnostica
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antes de 34 semanas de gestacdo e esta associada a extensas lesdes
vilosas e vasculares da placenta, causando grandes riscos de complicagdes
maternas e fetais. A PE é classificada como tardia quando o diagndstico
ocorre apos 34 semanas de gestacdo. Nestas gestantes, a placenta
apresenta minimas lesdes e, os fatores maternos, como sindrome

metabdlica, hipertensdo desempenham papéis de maior importancia.

A PE também pode ser classificada de acordo com os sintomas e gravidade

apresentada por cada gestante.

o PE grave: caracterizada pela presenga de altos niveis pressoricos (>
160/110 mmHgq), proteinuria significativa (> 5g/24 h) e oliguria (< 400 mL/24
h) apés a 20® semana de gestacdo em duas amostras de urinas com
intervalo de 4h e associadas a disturbios graves persistentes como
alteracdes visuais, cerebrais, edema de pulmao ou cianose, plaguetopenia
(<100.000/uL), oliguria ou diurese, dor epigastrica ou no quadrante superior
direito, insuficiéncia renal, lesdo hepatica e RCF. E considerada uma forma
mais grave, pois apresenta maior risco de mortalidade perinatal e materna,
maior taxa de RCF e esta associada a lesbes mais severas na placenta
(Staff et al., 2013).

o PE leve: caracterizada pelo aumento dos niveis pressoricos (> 140/90
mmHg) associada com a proteinuria (> 300mg/24 h) avaliadas em amostras
de urina espagada em 4h, apds 20® semana de gestacao, porém neste
caso, a paciente ndo apresenta as complicacdes observadas nos casos de
pré-eclampsia grave.

o PE superajuntada: caracterizada pela presenca de hipertensédo arterial
prévia a 20® semana de gestagdo associado a proteinuria (anteriormente
ausente), ou as disfungbes metabdlicas observadas em casos de pré-

eclampsia grave (Bittar et al., 2012).
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Atualmente, considera-se que a pré-eclampsia de inicio precoce e tardio tem
diferentes fisiopatologias (revisto por Armaly et al., 2018). A de inicio precoce ou
pré-eclampsia placentaria, envolve a redugcdo na remodelacido das artérias
espiraladas maternas no inicio da gestagcdo, ma perfusdo placentaria e a
modificagdo morfolégicas e moleculares dos tecidos placentarios. Dentre estas
modificagdes, destaca-se o estresse oxidativo que leva ao aumento da expressao
de sFLT-1 e reducéo do PIGF (biomarcadores de PE).

Na pré-eclampsia de inicio tardio, também chamada de pré-eclampsia
materna, ndo ocorrem alteragdes na remodelacao das artérias uterinas, assim como
a perfusao placentaria ndo se modifica e pode até mesmo estar aumentada (Yung
etal., 2008; Sohlberg et al., 2014;). Nestas placentas, o estresse oxidativo é discreto
e a secrecao placentaria de sFlt-1 e PIGF se mantem proxima dos niveis normais.
Estes casos representam aproximadamente 80% dos casos de PE, e se acredita se
devam a uma predisposicdo genética materna para doencgas cardiovasculares,
manifestada durante a gestagdo como PE (Armaly et al., 2018).

Como neste estudo foram analisados apenas casos de PE precoce e grave,

daqui em diante daremos mais énfase aos dados referentes a esta desordem.

2.1.2 Fatores de Risco

E de extrema importancia que uma paciente com PE seja diagnosticada o mais
breve possivel. Medidas preventivas podem ser realizadas identificando os fatores
de risco que contribuem para o desenvolvimento de uma placentacao inadequada.

Até o momento, varios fatores de risco associados ao desenvolvimento da PE
grave foram descritos na literatura. Apesar da complexidade da fisiopatologia da
PE, alguns fatores foram relacionados com o desenvolvimento da doencga e
classificados como: fatores especificos da gestagdo, condigcbes maternas pré-
existentes e fatores ambientais externos. Alguns destes fatores serdo detalhados

em conjunto a seguir.
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Primeira gestagdo

A pré-eclampsia geralmente ocorre em mulheres jovens que tém a primeira
gestacao (Sibai e Dekker, 2005). Acredita-se que ser primigesta € uma condigao
que predispde o desenvolvimento da PE e isto seria 0 mecanismo chave para o
desencadeamento do processo fisiopatolégico da PE. No entanto, o efeito inverso
protetor da multiparidade ndo se mantém quando ha mudancga de parceiro (Li e Wi,
2000).

O risco de PE parece aumentar entre mulheres que foram expostas a um curto
periodo de tempo aos antigenos paternos presente no liquido seminal. Acredita-se
que neste caso, o sistema imunolégico materno responda de maneira inadequada
aos antigenos fetais, contribuindo assim, para uma invasao ineficiente das artérias
espiraladas pelas células trofoblasticas extravilosas (Deen et al., 2006; Redman e
Sargent, 2010). Estudos em modelos animais, mostraram que o contato repetitivo
do sémen no trato genital feminino aciona cascatas celulares e moleculares,
desencadeadores de reacgdes inflamatdrias, o que poderia predispor o sistema
imune materno a uma hiporesponsividade e tolerdncia aos antigenos
compartilhados pelo feto (Robertson et al., 2002, Robertson, Bromfield e Tremellen,
2003).

Apds a primeira gestagdo complicada por PE, o risco desenvolver PE em uma
proxima gestagcdo € de aproximadamente 20%, mas pode variar até 80%
dependendo da gravidade da gestagao anterior (Bartsch et al., 2016). Os maiores
riscos de recorréncia estao relacionados com gestagdes que resultaram em parto
prematuro, PE grave, eclampsia, sindrome HELLP (hemdlise, enzimas hepaticas
elevadas e baixa contagem de plaquetas) ou RCF (Dildy, Belfort e Smulian, 2007;
Melamed et al., 2012; Malmstrém e Morken, 2018).
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Gestagbes gemelares

Estudos anteriores também mostraram que gestacées gemelares aumentam
risco de desenvolver PE (Francisco et al., 2017), independentemente de a gestagéo
ser univitelina ou bivitelina (Savvidou et al., 2001; Lu€ovnik et al., 2016). A incidéncia
de PE nestas gestagdes é de 25 a 30% dos casos, com o parto ocorrendo antes de
37 semanas de gestacao (Wright et al., 2015). Ao contrario, uma gestagao tripla
parece triplicar o risco de PE em comparagdo com uma gestagdo gemelar (Skupski
et al., 1996).

Idade acima de 35 anos

A PE também parece estar relacionada com gestagbes em mulheres com
idade acima dos 35 anos. Lamminpaa et al. (2012) identificaram indices de PE
maiores (9,6%) nas mulheres acima de 35 anos em relagédo as mulheres jovens
(6,4%). Também mostraram taxas mais altas de parto prematuro, baixos indices de
APGAR aos 5 minutos, recém-nascidos pequenos para a idade gestacional, asfixia,
parto cesarea e internagao em unidade de terapia intensiva.

Similarmente, em um estudo transversal recente, Sheen et al. (2020) avaliou
gestantes entre 15 e 54 anos submetidas a hospitalizagbes de parto de 1998 a 2014
com diagndstico de pré-eclampsia, eclampsia ou ambas. A proporgao de mulheres
com pré-eclampsia de 15 a 24 anos diminuiu de 42,3% em 1998 para 30,1% em
2014, enquanto a pré-eclampsia entre os 30 e 54 anos aumentou de 32,9 para
43,7%. Este estudo enfatizou, desta forma, o papel das mulheres mais velhas no
indice crescente de diagnésticos de PE, apesar das mulheres mais jovens terem
um risco maior de evoluirem para eclampsia. Outro estudo multicéntrico
retrospectivo também constatou que a idade materna avancada esta associada a
um risco elevado de nascimento prematuro (< 28 semanas) em gestantes com PE
precoce e, que gestantes com idade menor que 25 anos com PE precoce e tardia
tem risco elevado de baixo peso ao nascer e pequeno para idade gestacional (Li et
al., 2018).
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Obesidade

O estudo de coorte realizado por Bartsck et al. (2016) mostrou que gestantes
com IMC >30 tem maior risco de PE. Essa relagdo foi encontrada tanto em
gestantes com PE precoce ou grave quanto em gestantes com PE tardias ou leves.
A obesidade é considerada um fator de risco para a PE, na medida em que
apresenta muitos mecanismos comuns com o desenvolvimento da PE (Spradley,
Palei e Granger, 2015). O excesso de ganho de peso durante a gestagao ou pré-
gestacdo pode estar associado ao hiperinsulinismo, resisténcia a insulina e
inflamacao sistémica materna tem sido proposto como um dos mecanismos que
leva a disfuncao endotelial, hipertensao, proteinuria, trombofilias, dano a multiplos
orgaos e comprometimento cardiovascular, como os observados na PE (Walker,
2000; Wolf et al., 2002; Brown et al., 2013; Lopez-Jaramillo et al., 2018).

Histérico familiar e genes relacionados

O desenvolvimento da PE, especialmente em parentes de primeiro grau, tanto
do lado materno ou paterno, aumenta o risco de PE (Carr et al., 2005).

Cincotta e Brennecke (1998) avaliou o risco de primigestas filhas ou irmas de
mulheres que desenvolveram PE durante a gestagao e concluiu que uma primigesta
com histdria familiar de PE esta associada a um risco 4 vezes maior de desenvolver
PE grave. Estudo realizado no Brasil também obteve resultados semelhantes
(Bezerra et al., 2010).

Vaérios casos de PE na mesma familia sugerem um componente genético
contribuindo para o desenvolvimento anémalo da placenta (Nilsson et al., 2004;
Skjaerven et al., 2005). O gene STOX1 foi inicialmente identificado como
susceptivel a PE, uma vez que prevalece entre parentes de primeiro grau com PE,
em uma forma mutada (van Dijk et al., 2005, 2010; Rigourd et al., 2008). No entanto,
estudos com pacientes pré-eclampticas mais heterogéneas falharam em confirmar

esta relagao (Iglesias-Platas et al., 2007; Kivinen et al., 2007).
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A PE também tem sido relacionada a presencga de polimorfismo em genes que
controlam a presséo sanguinea. O polimorfismo em genes que atuam no processo
de regulacao do sistema renina-angiotensina tem sido um alvo importante de
estudo. Niveis aumentados da enzima conversora de angiotensina resultam em
aumento da concentracao de angiotensina Il e, podem levar a disfun¢do endotelial
e desenvolvimento de PE e eclampsia (Serrano et al., 2006; Timokhina et al., 2019).

Nas ultimas décadas, grande atengcédo também tem sido dada ao papel que os
genes associados a trombofilia podem desempenhar no desenvolvimento da PE. A
hipercoagulabilidade desempenha um papel crucial no desenvolvimento da pré-
eclampsia, na medida em que leva a diminuigdo da perfusao sanguinea placentaria
causada por microtrombos nos vasos sanguineos placentarios e, consequente
isquemia placentaria. A mutagdo no gene FATOR V DE LEIDEN predispbe seus
portadores ao tromboembolismo venoso e arterial. Mulheres que possuem um
polimorfismo neste gene tém maiores chances de desenvolverem PE e PE grave
(Seremak-Mrozikiewicz et al., 2010; Wang, Rana e Karumanchi, 2014; Ababio et al.,
2019).

Outro polimorfismo que vem sendo estudado é o do gene da enzima oxido
nitrico sintase, a enzima responsavel pela sintese de éxido nitrico (fator envolvido
em processos que levam a vasodilatagao sistémica e regulagéo do fluxo sanguineo
feto-placentéario (Morris, Eaton e Dekker, 1996). Singh et al. (2010) relacionou a
reducao dos niveis de NO com o aumento de citocinas inflamatdrias, indicando que

podem ser um fator importante no aumento da resisténcia vascular durante a PE.

Intervalo entre partos

Intervalos prolongados entre partos também parecem favorecer o
desenvolvimento da PE. A associagao entre o risco de PE e o intervalo entre as
gestagdes com 10 anos ou mais € mais significativa do que a associagao entre o

risco e a mudanga de parceiro (Skjaerven, Wilcox e Lie, 2002).
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Doencas pré-existentes

A PE quando somada as doencas maternas preexistentes como diabetes
mellitus dependentes de insulina, hipertensao arterial, doenca renal e sindrome
antifosfolipedes podem contribuir ainda mais para o aumento da morbimortalidade
materna e perinatal (Hutcheon, Lisonkova e Joseph, 2011; Bartsch et al., 2016;
Shiozaki e Saito, 2018).

2.1.3 Mecanismos de desenvolvimento da PE

A remocéo da placenta continua sendo o unico tratamento conhecido para esta
doenga clinica, sugerindo que a placenta é o principal contribuinte para a
patogénese da pré-eclampsia (Redman e Sargent, 2003). Casos de PE com mola
hidatiforme, caracterizada pela auséncia do feto, e em gestagdes extrauterinas,
descartam a possibilidade de sua causa estar associada a presenca do feto ou de
componentes deciduais (Redman, 1991; Hailu et al., 2013; Yoneda et al., 2013;
Chouinard et al., 2019).

O desenvolvimento da PE grave é caracterizado por dois estagios (Roberts e
Hubel, 2009). O primeiro esta associado a placentagdo anormal evidenciado por um
defeito parcial ou total na remodelacao das artérias espiraladas pelas células do
citotrofoblasto extraviloso, o que, durante o desenvolvimento da placenta, resulta
em isquemia. Esta interagcdo anormal entre o citotrofoblasto extraviloso e o endotélio
das artérias espiraladas estimula a produgcao de fatores vasoativos pela placenta,
que sao liberados na circulacdo materna. Estes fatores afetam a resisténcia
vascular periférica e a pressao arterial promovendo uma hipoperfusao tecidual
generalizada induzindo as manifestagdes clinicas da doencga e, caracterizando
assim, o segundo estagio de desenvolvimento da doenga (Romero e

Chaiworaponga, 2013).
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2.1.3.1 Primeiro estagio: placentagdo anormal e invaséao trofoblasticas

Em uma gestacao normal, células citotrofoblasticas extravilosas denominadas
de endovasculares, invadem a decidua basal e atingem as artérias espiraladas,
aonde participam de processo de remodelacao destas estruturas vasculares. Neste
processo ocorre a substituicido das células vasculares endoteliais e dos seus
componentes da camada média — fibras musculares lisas e fibras elasticas - por
células do trofoblasto extraviloso endovascular (Brosen et al., 1972). Esta
remodelagao se inicia na por¢cao decidual das arteriolas, por volta da 8° semana de
gestacéo até que quase todas as artérias nesta regiao sejam modificadas (Figura
1C). Este processo se continua na porgao miometrial destas artérias, de modo que,
na 142 semana de gestagao, ja houve substituicdo dos componentes vasculares
arteriais pelo citotrofoblasto (Pijnenborg et al., 1983).

Na PE todo este processo é prejudicado. Em relagdo a gestagdo normal
(Figura 1B), a invasao citotrofoblastica ndo atinge as regides uterinas mais
profundas, de modo que a remodelagdo das artérias espiraladas na regidao do
miométrio ndo ocorre ou é muito deficiente (Figura 1C), mantendo os vasos com
caracteristicas nao gravidicas (Figura 1A). Isto leva a uma condi¢gao de alta
resisténcia vascular associada ao estreitamento da parede do vaso e necrose
fibrinoide, formando uma lesdo denominada de aterose aguda, que leva a isquemia
placentaria e a sindrome materna da PE (de Wolf, Robertson e Bronsen, 1975;
Hecht et al., 2016).
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Endométrio

Miométrio

espiralada

Figura 1 — Remodelacao das artérias espiraladas e invasao citotrofoblasticas. A —
Utero n3o gravidico, sem invasao trofoblastica; B — Em uma gestagdo normal, as células
do citotrofoblasto extraviloso endovascular (CTEN) invadem as artérias espiraladas
maternas e substituem a camada endotelial; C - Na PE, ndo ocorre a invasao
citotrofoblastica é ineficiente (CTEN) e nao alcanga o miométrio, mantendo as artérias
espiraladas estreitas e altamente resistentes. (CTEV, citotrofoblasto extraviloso intersticial)
(Adaptado de Parham, 2004).

Assim, a redugao do fluxo sanguineo pela conversao prejudicada das artérias
espiraladas e/ou pela presengca de placas ateréticas e a manutengdo da
pulsatilidade arterial nestas artérias, leva a um quadro exacerbado de
hipéxia/reperfusdo na placenta de mulheres com PE. Estas flutuagdes nas
concentragdes de oxigénio por sua vez assumem um papel desencadeante de
estresse oxidativo placentario com consequente liberagéo de espécies reativas de
oxigénio (Hung e Burton, 2006; Osol, Ko e Mandala, 2017).

Os efeitos deletérios da hipoperfusdo e isquemia placentaria estdo
estreitamente associados as desordens gestacionais hipertensivas (Robertson et
al., 1967; Brosen et al., 1972). A medida que a doenca progride, no entanto, a fungéo
endotelial € comprometida, o que exacerba ainda mais a isquemia local (Benschop

et al., 2018). Varias evidéncias apoiam a hipdtese de hipdxia placentaria na PE,
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incluindo a incidéncia de RCF (Spinillo et a., 2019) e as altera¢gdes morfoldgicas da
placenta (Falco et al., 2017). Estas modificagbes foram semelhantes as encontradas
em explantes vilosos cultivados sob condi¢gbes de hipdxia (Brodowski et al., 2017;
Rao et al, 2018). A isquemia placentaria também é responsavel pela inflamagéao
crbnica materna, que contribui para grande parte da fisiopatologia da PE, tais como
aumento da pressao arterial, disfuncdo endotelial, ativacdo de fatores anti-
angiogénicos, ativagao de células imunes e secregao de citocinas inflamatérias e,
aumento de estresse oxidativo (Redman e Sargent, 2010).

Muitos desses processos sao regulados pelo fator indutor de hipdxia (HIF-1)
(Bunn e Poyton, 1996). Este fator esta envolvido na transcricdo de genes
dependentes de oxigénio, que codificam proteinas associadas a angiogénese e ao
metabolismo celular (Qingdong e Costa, 2006). No inicio da gestacdo, o aporte de
oxigénio é baixo, o HIF-1a é expresso e ajuda no desenvolvimento da placenta
(Rajakumar e Conrad, 2000). Nas placentas de mulheres com pré-eclampsia, a
expressao da proteina HIF-1a é muito alta e, parece ter um papel fundamental na
inibicdo da invaséao trofoblastica (Caniggia et al; 2000; Rajakumar et al., 2004).
Estudos em camundongos, mostraram que a expressdao de Hif-1a em células
trofoblasticas, além de seus niveis funcionais, como € observado na PE, resulta em
desorganizacao placentaria, inibicdo da diferenciagdo das células trofoblasticas,
disfuncdo endotelial e falha na remodelacdo das artérias espiraladas maternas,
alteragdes também mostraram presentes na PE (Albers et al., 2019).

Nesta cadeia de sinalizacao, a angiogénese (induzida por HIF-1a) depende da
expressao de fatores de crescimento especificos como o endotelial vascular (VEGF)
e seus receptores VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (Flk-1), o fator transformante de
crescimento beta-1 (TGF b-1), a angiopoietina (Ang-) 1 e 2, exercendo seus efeitos
em grande parte por meio da sintese de 6xido nitrico (Ayling et al., 2006; Harris et
al, 2008). Evidencias também mostram que a disfungdo vascular nas doengas da
gravidez como a PE, se deve, principalmente, a alteragbes na estrutura dos vasos
e ativacao das vias de sintese de NO pelos agentes vasodilatadores (Singh et al.,
2010; Osol, Ko e Mandala, 2017).
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O papel do estresse oxidativo no desenvolvimento da pré-eclampsia, também
€ de grande importancia. A exacerbacgado das flutuagdes nas concentragdes de
oxigénio na interface materno-fetal aumenta a atividade da xantina oxidase que
passa produzir altos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas
moléculas altamente reativas causam danos generalizados e indiscriminados as
células e tecidos, o que leva a uma resposta inflamatéria intravascular e endotelial
sistémica materna (Possomato-Vieira e Khalil, 2016). Estas alteragdes sao
responsaveis pela disfungado endotelial seguida de hiper permeabilidade vascular,
trombofilia e hipertensdo, para compensar a diminuicdo do fluxo nas artérias
uterinas devido a vasoconstrigao periférica (Possomato-Vieira e Khalil, 2016).

A participacdo de uma resposta imunoldgica alterada também tem sido
cogitada como fator fundamental no estabelecimento da PE. As células Natural
Killers uterinas (UNK) sdo as células mais abundantes na interface materno-fetal,
especialmente na decidua, durante o primeiro trimestre da gravidez. Estas células
invadem as artérias espiraladas e participam da conversao em artérias de alta
resisténcia que nao sao afetadas por fatores maternos de vasoconstricao. Inibicao
da atividade das células uNK tem sido associada a invasao trofoblastica deficiente
e consequentemente em defeitos na remodelagdo das artérias espiraladas
resultando em perfusdo inadequada na interface materno-fetal e, desta forma,
sendo considerado um fator predisponente para a PE e RCF (Zhang et al., 2016).

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC; do inglés: major
histocompatibility complex) relacionado aos processos de tolerancia materno-fetal
também tem sido relacionado ao estabelecimento da PE (Djurisic e Hviid, 2014). O
antigeno leucocitario humano (HLA)-G, considerado um gene de fung¢des unicas de
histocompatibilidade, é encontrado quase que exclusivamente em células
trofoblasticas extravilosas na interface feto-materna. Este antigeno parece
desempenhar fungdes relevantes na protecao do feto contra as células NK uterinas,
se ligando aos receptores inibidores destas células e evitando sua acgao citotéxica
(Riteau et al., 1999). No entanto, estas células também expressam HLA-C que pode
ser reconhecido por receptores do tipo KIR nas células T deciduais e NK uterinas
(Parham, 2005; Hiby et al., 2004; 2010; Johnsen et al., 2018). Maes KIR AA com
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fetos HLA-C2 s&o mais suscetiveis a pré-eclampsia, RCF e aborto recorrente (Hiby
et al., 2004; 2010). Johnsen e colaboradores (2018) sugerem que as interagbes
entre o HLA-C2 fetal e a ativacdo de KIRs em células NK ou células T maternas
deciduais podem contribuir para a formagao de aterose aguda, promovendo a
inflamacao vascular decidual local. O exato mecanismo pelo qual as células do
citotrofoblasto deixam de remodelar os vasos arteriais uterinos, no entanto, ainda é

um item sujeito a muitas especulagdes.

2.1.3.2 Segundo estagio: Desenvolvimento da sindrome materna

As caracteristicas da PE grave nao se limitam a placenta, mas também se
estendem a efeitos generalizados na mae que podem ser classificados como uma
sindrome materna. Entre a placentagdo comprometida e a sindrome clinica da pré-
eclampsia esta a célula endotelial (Brosens et al., 2019). A agressao profunda a
estas células € mediada por fatores circulantes, resultantes do desiquilibrio na
liberacao de fatores soluveis pela placenta em condigbes isquémicas (Hecht et al.,
2016).

Hipoteses e modelos de investigagao tém sido assunto de inumeros estudos
com a finalidade de elucidar os fatores e possiveis mecanismos que levam a essa
disfungao endotelial (Tomimatsu et al., 2019).

Evidencias apontam para o comprometimento da invasao e da aquisicao de
um fendtipo vascular pelo citotrofoblasto extraviloso na PE grave como a
consequéncia de uma concentragao local insuficiente de fatores vasoativos como o
VEGF e PIGF, expressos em altas concentragdes durante a placentagao normal
pelo trofoblasto (Sharkey et al., 1993; Kaufmann, Black e Huppertz, 2003).
Particularmente o PIGF é expresso e liberado ela placenta em quantidades elevadas
na circulagdo materna. Este fator apresenta 53% de homologia com o VEGF, com
quem compartilha muitas de suas agdes bioldgicas (Park et al., 1994). Seus niveis
proteicos aumentam a partir do segundo trimestre, atingindo um maximo na 29°
semana; a partir da 32° semana, os niveis comegcam a decair (Cao et al., 1996;
Autiero et al., 2003).
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Acredita-se que ambos desempenhem um papel critico no desenvolvimento
da vascularizagao placentaria normal ao se ligar aos seus receptores VEGFR-1
(FLT1) e VEGFR-2 (Young et al., 2010). Além destes, o fator transformante 3 de
crescimento (TGF-B) também exerce papel de destaque nos processos
angiogénicos em geral, em especial durante a gestagao.

O VEGF e o PIGF exercem suas fun¢des angiogénicas e angioativas através
de seus receptores expressos na superficie das células endoteliais, como VEGFR2
e o FLT1 (do inglés: fms-like tyrosine kinase-1). O TGF-B regula a proliferagao,
migragao e angiogénese das células endoteliais por meio de sua ligagdo com o co-
receptor endoglina (ENG), expresso predominantemente em células endoteliais. Em
condicdes normais, o sinciciotrofoblasto também produz os dois receptores soluveis
FLT1 e Endoglina como uma forma de regular a atividade dos fatores angiogénicos
(Levine et al., 2006). Entretanto, quando produzidos de forma desiquilibrada, a
ligacao dos receptores soluveis com o VEGF e o PIGF circulante, impede a ligagéao
destes fatores aos seus receptores endoteliais e consequentemente bloqueiam a
resposta angiogénica (fatores anti-angiogénicos) adequada a placentagcéo, como
observado na PE (Wang et al., 2009) (Figura 2). O desbalango da secrecao de
fatores angiogénicos e anti-angiogénicos pela placenta &, desta forma determinante

no estabelecimento da PE grave.
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Figura 2 — Fatores angiogénicos e anti-angiogénicos presentes na circulagdo materna na
gestagao saudavel e na pré-eclampsia. A — Em uma gestagédo normal, a placenta produz VEGF,
PIGF e ENG (endoglina), que ao se ligarem aos seus respectivos receptores nas células endoteliais
(VEGF-R1, VEGF-R2 e TGF-3-R) proporcionam uma angiogénese adequada para a gestacdo. B —
Na PE, a isquemia placentaria leva a um desbalanco liberacdo de fatores anti-angiogénicos (sFtl-1
e sEng), que se ligam VEGF, PLGF e ENG, impedindo sua interagdo com os receptores endoteliais

maternos e impedindo a vasodilatagdo dos vasos arteriais (Adaptado de Armaly et al., 2018).

A identificacdo desses fatores placentarios como biomarcadores de PE foi
inicialmente relatada em 2003 (Maynard et al., 2003; Koga et. al., 2003; Tsatsaris et
al., 2003). Em ratas prenhas, também se observou que a administragdo de sFlt-1
gerava sintomas semelhantes a pré-eclampsia tais como, hipertensao e proteinuria
(Maynard et al. (2003). Também foi observado que o sFit-1 e a SENG aumentam
antes do inicio dos sintomas clinicos da PE e que estes niveis se correlacionam

com a gravidade desta desordem (Levine et al., 2004, 2006). Também se observou
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uma relagdo alterada na proporgao sFlt-1/PIGF (Bdolah et al., 2014). Neste
contexto, estes fatores e particularmente o sFlt-1 tém assumido um papel importante
na patogénese da PE (Levine et al., 2006; Venkatesha et al., 2006; Romero et al.,
2008; Tomimatsu et al., 2017).

O conjunto de sinais e sintomas que representam a clinica da PE nao é o
suficiente para um diagndstico preciso. Desde 2010 tem-se associado a diminuigao
de PIGF e o aumento de sFlt-1 circulante, assim como o aumento na relagao sFlt-
1/PIGF nos trés primeiros meses de gestagao, como biomarcadores essenciais para
melhoria e precisdo do diagnético antes de ocorrerem sintomas clinicos da PE
(Monte, 2011; Mathur et al., 2016; Tomimatsu et al., 2019).

Rana et al. (2012) mostrou ainda que a relagao sFit-1/PIGF = 85 pg/mL esta
associada ao estabelecimento da PE e a resultados adversos, e necessidade de
interrupcao da gestagao em 2 semanas.

Atualmente, outros fatores tem sido considerados como as vesiculas
exocitadas na superficie celular, que sao liberadas por todas as células e podem
assumir diferentes dimensbdes e conteudo (Familari et al., 2017). Vesiculas
extracelulares originadas a partir do sinciciotrofoblasto parecem desempenhar um
papel importante na gestagdo normal e também nas desordens gestacionais (Baig
etal., 2013; 2014). Nestes casos, considera-se que estas vesiculas podem acentuar
os processos inflamatdrios e de coagulagao observados na PE (Gilani et al., 2016
O’Brien et al., 2017).

A PE é denominada uma doenga multissistémica e ocorre um agravamento
progressivo. Quanto mais tarde ocorrer o diagndstico, maior as chances de a
paciente desenvolver complicacdes que podem ser fatais. As pacientes apresentam
vasoespasmos em diversos 6rgaos com elevagao da resisténcia vascular periférica
e da pressao arterial, o que leva a hipoperfusao tecidual generalizada. A lesao
endotelial também promove trombose, consumo progressivo de plaquetas e
alteragbes na permeabilidade vascular que levam a processos de coagulagao
disseminada e edema. Proteinuria e retengdo de agua e sdédio refletem uma

diminuicdo na taxa de filtracdo glomerular devido a hipoperfusdo renal. Estas



51

alteragdes também podem afetar o cérebro, resultando em convulsao (eclampsia)

ou acidentes vasculares (Possomato-Vieira e Khalil, 2016).

2.2 O estresse de Reticulo Endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) € uma organela eucariética envolvida no
enovelamento e maturacdo de proteinas, sintese lipidica e homeostase do calcio
(Kim et al., 2008), bem como sensibilizagao, coordenagcéo e mediagcao da resposta
ao estresse (Kaufman et al., 2002; Zhang e Kaufman, 2008; Yang et al., 2014).
Disturbios em suas funcdes levam a um estado de estresse, que ativa vias de
sinalizagdo, em uma tentativa reparadora, tais como a resposta a proteinas mal-
enoveladas (UPR, do inglés: Unfolded Protein Response).

O mecanismo da UPR é desencadeado quando agressodes diversas que levam
a reducdo da adenosina trifosfato (ATP), geram radicais livres ou quando o
fornecimento de carboidratos para glicagao é alterado, favorecendo o aparecimento
de proteinas nascentes mal-enoveladas no RE. Este processo leva a redugao da
taxa de traducao, aumento da expressao de chaperonas e foldases, e ativacéo de
um sistema de degradacdo associado ao RE (ERAD, do inglés: Endoplasmic
Reticulum Associated Degradation), que juntos, minimizam os danos no
enovelamento das proteinas (Xu, Bailly-Maitre e Reed, 2005; Scriven et al., 2009).
Evidéncias mostram que a interrupcdo da homeostase protéica no RE resulta em
respostas celulares desordenadas, contribuindo para a patogénese de varias
doencgas (Buhimschi et al., 2014; Khan, Yang e Wang, 2015; Cao, Luo e Shi, 2016;
Yang et al., 2016).

A UPR tem como propdsito inicial adaptar o RE as alteragdes ambientais e
reestabelecer a funcdo normal da célula. Se esta resposta adaptativa imediata falha,
sinais de alarme desencadeados pelo RE ativam o NFkB (do inglés: nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), que induz a expressao de genes
mediadores da resposta de defesa (Tam et al., 2012).

O enovelamento normal das proteinas necessita que condi¢cdes especificas

sejam mantidas na célula e no lumen do RE. Inicialmente, as proteinas recém-
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formadas devem se ligar a uma proteina de choque térmico (HSP70; do inglés: heat
chock protein) dependente de Ca?*, no limen do ER, tais como BiP (do inglés:
Binding Protein), também conhecida como 78-kDa glucose-regulated protein
(GRP78) (Lievremont et al.,, 1997; Lee, 2005). Esta proteina também pode ser
encontrada na superficie celular, onde atua como receptor e regula a proliferagédo e
sobrevivéncia celular (Gonzalez-Gronow et al. 2009; Sato et al. 2010; Ni, Zhang e
Lee, 2011; Gray e Vale, 2012). Para permitir a fungdo normal das chaperonas, o
limen do RE possui alta concentracdo de ions Ca?* mantidos por transporte ativo
através de Ca?"ATPases (Kim et al., 2008). Quando ha distubios nestas condigcdes
e ocorre um acumulo de proteinas mal-enoveladas no lumen, a resposta imediata é
o recrutamento das chaperonas residentes na membrana do RE (Xu, Bailly-Maitre
e Reed, 2005; Yoshida, 2007; Kim et al., 2008).

As UPRs abrangem trés diferentes vias que estdo sob controle de trés
proteinas transmembranicas presente no RE: PERK (do inglés: protein Kinase RNA-
like endoplasmic reticulum kinase), IRE-1 (do inglés: inositol-requiring enzyme 1) e
ATF-6 (do inglés: activating transcription factor 6) (Kaufman et al., 2002; Yung et al.
2008; Burton et al. 2009; Wang et al. 2012; Yang et al. 2014) (Figura 3).
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Figura 3 - Ativacao da via de Estresse de RE. As trés proteinas transmembranas (IRE1, PERK
e ATF6) responsaveis pela ativagdo da via UPR estao representadas juntamente com seus

intermediarios.

Sob condigbes normais, estas trés proteinas sao inibidas pela ligacdo da
proteina chaperona GRP78, porém a retirada desta chaperona por ligagao
competitiva com proteinas mal-enoveladas, provoca dimerizacao, autofosforilacao
e ativacdo de PERK e IRE1. A auséncia de ligacdo de GRP78 com ATF6, por sua
vez, induz sua translocagéo para o Golgi, onde é clivado, tornando-se um fator de
transcri¢ao ativo (Walter e Ron, 2011).

Conforme revisado por Burton e Yung (2011), PERK é uma proteina quinase
Ser/Thr, que na auséncia de GRP78, se dimeriza e sofre autofosforilagao, ativando
o dominio quinase. O principal alvo de p-PERK é o fator de iniciagao da tradugao
eucariotico 2a (elF2a), uma subunidade do complexo elF2 que medeia a ligagao
entre o RNAt e a subunidade ribossomal. A fosforilacdo de elF2a inibi sua atividade,
portanto, rapidamente bloqueia a entrada de proteinas nascentes no lUmen do RE,
reduzindo a producéo proteica e o acumulo de proteinas dentro do lumen. Embora

haja uma reducao global na sintese de proteinas, algumas sequéncias de mRNA
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com pequenos ORF (fase de leitura aberta; do inglés: Open Read Frames) na
por¢ao nao transcrita 5 conseguem ser traduzidas como é o caso do ATF4 (do
inglés: Activating Transcription Factor 4). Este fator de transcricdo migra para o
nucleo e induz a expressao principalmente de GADD34 (do inglés: growth-arrest
DNA damage gene 34), CHOP (do inglés: transcription factor C/EBP homologous
protein) e genes relacionados a autofagia (Senft e Ronai, 2015). CHOP é um fator
de transcrigéo que controla genes codificados envolvidos na apoptose (Marciniak et
al., 2004; Wortel et al., 2017; Zhang et al., 2016; HE et al., 2018). GADD34 prové
um feedback sobre a inibicdo da sintese de proteinas por desfosforilacdo de p-elF2a
permitindo que a traducgéo seja retomada se a homeostase do RE for restaurada.

ATF6 é um fator de transcricdo que é inicialmente sintetizado como uma
proteina transmembrana. Apds a liberacdo da GRP78, esta proteina é transportada
por vesiculas para fora do RE em direcao ao aparelho de Golgi, onde proteases
residentes, S1P e S2P (do inglés: site-1 and site-2 protease) a clivam. Esta clivagem
leva a formagao de uma forma ativa, que migrando para o nucleo ativa os genes
alvos da UPR. Deste modo, a sintese de proteinas chaperonas do ER se eleva sob
estimulos leves, ou induz a apoptose em casos mais graves (Schindler e Schekman,
2009). Dentre os alvos da ATF6, destacam-se as proteinas do RE envolvidas no
enovelamento de proteinas como GRP78, proteina dissulfeto isomerase e uma
chaperona da familia HSP90, a GRP94 (do inglés: glucose-requlated protein 94)
(Walter e Ron, 2011).

Apos a liberacdo da GRP78, também ocorre dimerizacdo da IRE1 e em
resposta a UPR, ha ativagao de seu dominio quinase citoplasmatico (Ser/Thr) que
€ necessario para a ativagao do dominio endorribonuclease. Esta ativagéo clivagem
o mMRNA do fator de transcri¢gao x-box binding protein 1 (XBP-1) que ao ser traduzido
torna-se competente para se ligar aos genes envolvidos na fungdo do RE (Yoshida
et al., 2001; Harding et al., 2003). Dentre as atividades desencadeadas, destaca-se
aregulagao da biossintese lipidica para a formagao de cisternas no RE, a expressao
de genes envolvidos no enovelamento das proteinas e de enzimas da via ERAD,

que promovem a degradacgao das proteinas mal enoveladas (Burton e Yung, 2011).



55

Se a UPR nao conseguir controlar o acumulo de proteinas mal enoveladas,
uma via de sinalizagcdo para a morte celular é ativada, por meio da clivagem de
caspase 4, localizada na membrana do RE (Hitomi et al., 2004). Esta caspase ativa
a caspase 9 diretamente (Rao et al., 2002). Além disso, CHOP induzida por PERK
e ATF6 pode sensibilizar as células para a apoptose, com a supressao da expressao
génica do Bcl-2 (do inglés: B cell CLL/lymphoma-2) e a regulagao positiva de Bim,
um pré-apoptético BH3 membro da familia Bcl-2 (Mccullough et al., 2001;
Puthalakath et al., 2007). A ativagdo de caspase 12 também esta associada a
ativagao de IRE1, porém, sua contribuicao para apoptose ainda é controversa (Song
et al., 2008; Garcia de la Cadena e Massieu, 2016).

Os genes SDF2 (do inglés: Stromal Derived Factor 2) e SDF2L1 (do inglés:
Stromal Cell Derived Factor 2-like1) também tém sido relacionados com a ativagéao
das vias da UPR. Em humanos e camundongos, o Sdf2 e o Sdf2L1 sdo genes
paralogos, cuja sequéncia proteica apresenta 78% de similaridade e 68% de
igualdade. Fukuda et al. (2001) mostraram que o SDF2L1 é um gene indutor de
estresse de RE e pertence a familia das proteinas O-manosiltransferase. Estudos
prévios em camundongos mostraram a localizagao dessa proteina no RE e uma alta
similaridade estrutural com Sdf211 e SDF2-like, ambas envolvidas na via de estresse
de RE, sugerindo que tambem participa desta via (Lorenzon-Ojea et al., 2014).
Evidencias também mostraram uma relacdo entre a expressao de SDF2 e a via
PERK, quando mecanismos de morte sédo ativados (Lorenzon-Ojea et al., 2016).
Estes achados sugerem que SDF2 pode ter um papel crucial no destino das células
em que a via UPR foi ativada. A presencga de niveis baixos de SDF2 em tumores
com baixas expectativas de remissao, particularmente em casos em que o sistema
de autoprotecao celular por morte foi aliviado de alguma forma, corrobora essa
possibilidade e tem sugerido a avaliacdo de SDF2 como uma dado clinico de
relevancia (Kang et al., 2009).

As vias da UPR sao agora reconhecidas como tendo um papel central na
fisiopatologia de doencas crénicas renais (Gallazzini e Pallet, 2018),
neurodegenerativas (Xiang et al., 2017), diabetes (Yalcin e Hotamisligil, 2013),

oculares (Gorbatyuk, Starr e Gorbatyuk, 2020), aterosclerose e doencgas cardiacas
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(Lee, Lee e Jeon, 2020). Na medida em que o estresse de RE prolongado e a
ativagao da UPR podem levar a apoptose e autofagia, € um fator que também deve

ser estudado com profundidade nas desordens gestacionais.

2.2.1 Mecanismos de sobrevivéncia, a placenta e o estresse de RE

Os mecanismos de controle de estresse sao criticos para minimizar ou superar
os danos causados pelas condicbes ambientais que sofrem mudancas constantes.
A ativagao da UPR é delineada para promover a recuperagcdo da homeostase do
ER (Xu, Bailly-Maitre e Reed, 2005). Neste sentido, a UPR desempenha um papel
essencial no desenvolvimento e fungdes da placenta (Yung et al. 2008; Wang et al.
2012; Fu et al. 2015; Bastida-Ruiz et al., 2017).

Conforme revisado por Burton e Yung (2011), o sinciciotrofoblasto sintetiza um
grande numero de horménios peptideos e fatores de crescimento, incluindo o
hormdnio gonadotrofina coridénica humana (hCG), hormédnio lactogénico placentario
(hPL), PIGF, VEGF e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). A
producao destes hormdnios, entretanto, torna-se vulneravel se a fungao normal do
RE é alterada. Neste contexto, a sinalizacdo materno-fetal e a capacidade da
placenta de influenciar o metabolismo materno pode ser prejudicada, restringindo
as funcbes trofoblasticas. Nesse sentido qualquer interferéncia na sintese de
moléculas reguladoras placentarias pode atingir proporgdes deletérias a gestagao.

Estudos anteriores observaram que IRE1a desempenha acdes que favorecem
o desenvolvimento placentario. Em camundongos, a inativagado de IRE-1a resulta
na morte embrionaria apés 12,5 dias de gestagdo associada a uma redugao na
expressao de VEGF-A (lwawaki et al., 2009). VEGF-A é um indutor de angiogénese
da familia do VEGF. IRE1a regula a expressao de VEGF-A pelas células
trofoblasticas do labirinto placentario, desempenhando um papel relevante no
desenvolvimento da barreira placentaria, o local de trocas moleculares entre a mae
e o feto. Sem a ativacao correta da UPR, os niveis de IRE1a e VEGF-A ndo sao
suficientes para a formacédo adequada dos vasos sanguineos, levando a um

desenvolvimento placentario incorreto e prejudicando as trocas materno-fetais
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(Ghosh et al., 2010). Estes achados estabelecem claramente a importancia da UPR
para a placentacdo normal.

Embora o estresse de RE tenha papel importante durante os estagios do
desenvolvimento inicial da placenta, sua ativagdo exacerbada também pode resultar
em disturbios da gravidez. Estudos recentes demostram que nestas condi¢cdes o
estresse de RE pode contribuir para perdas gestacionais (Liu et al., 2011) e outras
patologias envolvendo a placenta como a pré-eclampsia grave (Burton e Yung,
2011; Fu et al., 2015), RCF (Hung et al., 2017) e diabetes gestacional (Yung et al.,
2016). Estudos experimentais e clinicos apoiam a hipétese de que o estresse de RE
pode causar anormalidades funcionais que afetam o desenvolvimento da placenta,
tais como reducao na proliferagao celular e reducao do volume viloso placentario, o
que esta associado a desfechos negativos que envolvem a RCF e baixo peso ao
nascer (Yung et al., 2008; 2012; Kawakami et al., 2013).

2.2.2 O estresse de RE e a PE

Os primeiros estudos associando estresse de RE em desordens gestacionais,
mostraram dilatagcdes das cisternas do RE no sinciciotrofoblasto em casos de PE
(Jones e Fox, 1980) e em amostras de placenta com andxia (Kaufmann, 1985),
indicando a perda da homeostase reticular.

Yung et al. (2008), revelou a primeira evidéncia molecular da ativagdo da UPR
em placentas com RCF e RCF associada a PE. Em ambos os grupos, foi observada
a fosforilagao de elF2a, o que nao ocorreu nas placentas controle. A fosforilagao de
elF2a foi maior no grupo RCF e PE, além do aumento de CHOP e GRP94, sugerindo
um alto nivel de estimulagcdo do RE. O aumento da fosforilacdo de elF2a nestas
placentas levou a uma redugcdo dos componentes da via AKT/mTOR (do inglés:
mammalian target of rapamicin), sugerindo que houve uma inibicdo da tradugéo. A
sinalizagao de AKT desempenha um papel central na regulagado da proliferagao
celular e esta perda de atividade pode ter um efeito prejudicial severo sobre o

desenvolvimento da placenta.
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Outro resultado obtido por Yung et al. (2008), foi a redugéo de 75% e 85% nos
niveis da proteina ciclina D1, respectivamente em placentas associadas a RCF e
RCF com PE. A proteina ciclina D1, € uma proteina regulatéria do ciclo celular e,
sua redugcao pode resultar em uma desacleragdo do processo de proliferacao
celular, no caso, induzido pela isquemia-reperfusdo. Neste contexto, a fosfofrilacao
de elF2a associado a inibicdo da sintese proteica, parece serem os farores
responsaveis pela diminuicdo nos niveis destas proteinas e o comprometimento da
proliferacao celular.

Recentemente, Yung et al. (2014) também mostraram que ha uma diferencga
na ativagao das vias de sinalizagdo UPR placentaria associada a uma reducio na
sinalizacao da via AKT entre pacientes com PE precoce e tardia. Esses achados
apoiam o conceito de que os casos de PE de inicio precoce sdo predominantes
devidos a patologia placentaria.

Lian et al. (2011), também observaram aumento do estresse de RE na decidua
de gestantes com estas patologias, com a mesma gradagdao em relagcdo as
gestantes com PE+RCF em relacao a elF2a e ATF6. A imunoreatividade de ATF6 e
XBP1 esteva presente em mais do que 80% do citotrofoblasto extraviloso, células
deciduais e macrofagos. Os autores concluiram que estas alteragbes associadas a
diminuicdo da proliferagdo celular prejudicam o desenvolvimento placentario
observado na RCF e PE. Por outro lado, a presenca de niveis elevados da proteina
XBP1 na PE em relagédo a PE+RCF, parecem indicar que esta proteina age como
um regulador negativo de estresse de RE, agindo como um mecanismo protetor
contra os efeitos prejudiciais da ativagdo exacerbada dessa via.

Um resultado conflitante foi mostrado por Fu et al. (2015) ao avaliar a
expressao de marcadores de apoptose induzida por estresse de RE em placentas
de mulheres com PE grave de inicio precoce e tardio. Seus resultados mostraram
aumento na expressdo GRP78, PERK, elF2a, ATF4, CHOP e caspase 12 nas
placentas PE comparadas com as de gestantes saudaveis e maior expressao de
GRP78, PERK e ATF4 nas placentas PE de inicio precoce comparadas com as
placentas PE de inicio tardio. No entanto, ndao obtiveram diferencas significativas na

expressao de ATF6 e IRE1 entre os grupos estudados.
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O estresse de RE pode ser induzido por muitos estimulos e 0 mecanismo pelo
qual ocorre sua manifestacdo na PE ainda ndo é totalmente conhecido. Os
processos de isquemia seguida de reperfusédo parece ser um fator desencadeante
importante, o que acontece na PE precoce e grave devido a ndo remodelagao das
artérias espiraladas na regido miometrial (Brosens, Dixon e Robertson, 1977;
Gerretsen et al.,, 1981; Khong et al., 1986; Meekins et al., 1994; Lyall, 2002). A
por¢cao da artéria logo abaixo do limite do endométrio/miométrio representa um
segmento altamente especializado contratil (Brosens, Pijnenborg e Brosens, 2002),
que previne a perda de sangue excessiva no periodo menstrual. A manutengao
deste segmento com essa forga contratii nos casos de PE predisporia a
vasoconstricdo espontanea, e, portanto, a uma lesao do tipo isquemia-reperfusao
(Burton et al., 2009; 2011).

Frequentes episddios de isquemia estdo associados a restricdo das
concentragdes intracelulares de glicose, o que pode restringir a glicosilagao normal
dentro do RE, ativando a UPR. Alternativamente, a isquemia reduz os niveis
intracelulares de ATP, o que também compromete o funcionamento das proteinas
chaperonas GRPs, e possivelmente as bombas idnicas Ca?*-ATPase da membrana
do RE. Aisquemia também pode ter um efeito mais direto sobre a liberacéo de calcio
no RE (Hool e Corry, 2007; Haché et al., 2011). O desequilibrio de calcio pode ainda
prejudicar a ligagdo de GRP78 as proteinas mal enoveladas e, desta forma,
compromete o mecanismo de enovelamento de proteinas e a ativacido das vias de
sinalizagao calcio dependentes no citosol. Além disso, se o estresse no RE & muito
intenso, com grande alteragdo da permeabilidade ao Ca?*, o acumulo deste no
citosol altera a permeabilidade transicional de mitocéndrias, levando a geracéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), reducao rapida na sintese de ATP, ativagao
de fosfolipases e morte celular por necrose (Xu, Bailly-Maitre e Reed, 2005).

Um estudo recente também mostrou um aumento significativo na expressao
de HIF-1a e CHOP em placentas PE comparadas com placentas normais (Verma
etal., 2018). Estes resultados foram correlacionados a hipdxia e a potencializagao
da liberagdo de microvesiculas na circulacdo materna, o que também em sido

clamado como um fator importante na patogénese da PE.
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A liberacao de debris apoptoticos pelo sinciciotrofoblasto € um dos muitos
fatores implicados atualmente na segunda fase da PE (Redman e Sargent, 2000).
Estudos in vitro mostraram que particulas celulares placentarias sdo altamente
irritantes para as células endoteliais, levando a ativacdo e resposta inflamatéria
(Smarason et al., 1993). O aumento da liberagao de fatores pelos debris apoptéticos
do sinciciotrofoblasto esta relacionado ao aumento de morte celular, principalmente,
na PE grave (isso ndo ocorre em casos de RCF) (Allaire et al., 2000; Goswami et
al., 2006). O estresse de RE fornece pelo menos duas possiveis vias para mediar
este efeito, a ativacdo de CHOP e de caspase 4. Como dito anteriormente, CHOP
€ um fator de transcricdo que inibe a expressdo de BCL-2, e portanto, atua como
fator pré-apoptaético (Li et al., 2006).

Outros fatores envolvidos nas fungdes do reticulo endoplasmatico também tém
se mostrado alteradas nas placentas de gestantes com PE.

A placenta de gestantes com PE grave também apresenta niveis aumentados
de SDF2 concomitante ao aumento de GRP78 e p-elF2a em relagao a placenta de
gestantes saudaveis. A relacdo de SDF2 com a expressdo de CHOP e redugéo na
atividade de caspase-3 (Lorenzon-Ojea et al., 2016), sugere que este fator via UPR
pode estar controlando o balanco entre sobrevivéncia e morte das células de
placentas com PE (Lozenzon-Ojea et al., 2016).

Um estudo conduzido por Shi et al. (2012) identificou aumento nos niveis de
calreticulina (CALR) em placentas de gestantes com PE. Ainda mostraram que em
células JEG-3 transfectadas com um vetor que expressa CALR apresentam inibicao
de atividade invasiva acompanhada de aumento de apoptose. A CALR é uma
importante proteina residente do RE, que participa da regulagdo da homeostase
intracelular de Ca?*, adeséao celular e apoptose celular. Estes resultados sugerem
que o aumento da CALR na placenta pode induzir apoptose e prejudicar a invasao
das células citotrofoblasticas extravilosas, levando a uma placentagao superficial,
como observado na PE.

Estudo semelhante avaliou a expressao de outra proteina reguladora da
homeostase do calcio, a endotelina 1 (ET-1). Jain et al. (2012) mostraram aumento

nos niveis de ET-1 em placentas de pacientes com PE comparadas com pacientes
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normotensas. Além disso, as células trofoblasticas JEG-3 e BeWo tratadas com ET-
1 mostraram um aumento na expressdo dos marcadores de estresse de RE via
fosfolipase C inositol trifosfato (PLC-IP3; do inglés: phospholipase C inositol
triphosphate).

Du et al. (2017), avaliaram a expressao do estresse de RE e das enzimas
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS) em placentas de mulheres
com PE. A isoforma eNOS ¢é expressa constitutivamente no endotélio vascular e
mantém o ténus vascular através da sintese intrinseca do NO, inibindo a adeséo de
leucécitos e plaquetas ao endotélio e impedindo o estado pré-inflamatério. A
isoforma INOS é estimulada em uma condicao inflamatéria e produz um aumento
temporario de NO. Os resultados deste estudo mostraram um aumento na
expressao de GRP78, GRP94, p-PERK, elF2a, p-elF2a, XBP1, CHOP, IRE1, p-lre1
e iINOS no grupo PE e a redugao da expressao eNOS. A regulacéo positiva de
CHOP e iNOS foi consistente com apoptose observada nas placentas PE. Esses
dados sugerem que a resposta exagerada ao estresse de RE e o aumento de iNOS
podem estar associados ao aumento de apoptose nas placentas PE, e que também
0 iINOS pode contribuir para a fisiopatologia da PE.

Embora com muitos detalhes ainda por ser elucidados, evidéncias em outros
modelos celulares apontam para uma relagao entre o estresse oxidativo (como o
observado nas placentas de mulheres com PE) e o estresse de RE e suas vias
associadas de resposta. Xue e colaboradores (2005) mostraram que citocinas
inflamatdérias como o TNFa ativam a via UPR em uma relagdo dependente da
producdo de ROS. O aumento de TNF-a na circulagdo materna na PE (Wang e
Walsh, 1996), poderia, desta forma, ser mais um fator fundamental na patogenia
desta desordem, desencadeando o estresse oxidativo e este por sua vez al’

a via UPR.



3 JUSTIFICATIVA
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A literatura abordando a PE é por demais vasta. Apesar dos inumeros fatores
que concorrem para sua instalacéo e agravamento, muito de sua etiologia continua
a ser um grande enigma, assim como as formas como a doenca se manifesta,
geralmente como precoce e grave ou em formas mais brandas e tardias, dentre
outras variagbes. A maciga forga investigativa clinica e molecular desta patologia
permitiu definir padrdes de risco, tratamentos, vias moleculares e celulares
envolvidas, mas ainda assim, deixando muitos hiatos a serem preenchidos.

Neste contexto, nosso interesse foi investigar a influéncia dos fatores soluveis
que se acumulam na circulacdo materna sobre a placenta, o que poderia (ou nao)
contribuir como um fator de retroalimentacdo desta desordem e/ou seu
agravamento. Especificamente, investigamos a influéncia do soro materno de
gestantes com pré-eclampsia grave sobre vilos placentarios e células de linhagem
trofoblastica, por meio da ativacao da via de estresse de RE. Nossa hipotese é que
o desequilibrio ambiental pré-eclamptico caracterizado por moléculas soluveis no
soro materno, causem um insulto e exacerbem uma resposta a proteinas mal
enoveladas (estresse de RE), fazendo com que a resposta ao insulto patolégico
seja ao mesmo tempo indutor e agravante da PE. Ressalta-se ainda que as
alteragdes induzidas pela ativacado dessa via incluem a inibicdo da sintese proteica,
diminuicao da proliferacéo celular, ativagcao de respostas pro-inflamatérias e morte
celular com prejuizo das fungbes organicas e teciduais, o que é observado na

placenta da PE e de outras patologias gestacionais.
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4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do soro de gestantes com PE sobre a via de estresse de

reticulo endoplasmatico em vilos coridnicos e em células trofoblasticas.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do soro de gestantes com PE sobre explantes coridénicos de
placentas humanas saudaveis a termo e sobre as células da linhagem trofoblastica
HTR-8/Sv-neo, sob condi¢gdes de normoxia.

O possivel efeito deste soro foi avaliado através das seguintes abordagens:
1. Determinar a atividade metabdlica e citotdéxica dos explantes vilosos e das

células trofoblasticas tratadas com soro de gestantes saudaveis e com PE.
2. Analise da expressao génica de sXBP1, CHOP, GADD34 e SDF2 e analise da
expressao proteica de BiP/GRP78, elF2a, pelF2a, SDF2 e ATF4.



5 MATERIAIS E METODOS



67

O grupo amostral foi constituido por 14 gestantes a partir de mulheres com
acompanhamento pré-natal no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), Departamento de Obstetricia e
Ginecologia. Foi obtido o consentimento prévio de cada gestante. O projeto foi
submetido e aprovado pelos Comités de Etica do HC-FMUSP e do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB-USP). Os critérios de inclusdo das gestantes em cada

grupo foram determinados a partir das seguintes condigdes:

Gestantes pré-eclampticas: 7 gestantes com diagnéstico clinico de PE
determinado pela manifestagcdo de hipertensdo arterial (=160/90 mm Hg) e

proteinuria (=300 mg/24 h) com idade gestacional entre 24 e 35 semanas.

Gestantes saudaveis: 7 gestantes de idade gestacional entre 38 e 40

semanas, com pressao sanguinea < 140/90 mm Hg, sem preoteinuria.

Os certérios de exclusdo para ambos os grupos foram: doengas crbnicas
diagnosticadas (que poderiam predispor a gestante a PE - hipertensao, doenca
renal, obesidade, diabetes), ndo fumantes, sem uso de alcool ou medicamentos de
uso continuo, com reagdes soroldgicas negativas para HIV e sifilis e sem infecgdes

diagnosticadas e parto normal, devido a liberagdo de hormdnios e citocinas que poderiam

interferir nos resultados deste estudo.

5.1 Procedéncia dos reagentes

Ambion - Ambion®, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA

Applied Biosystems — Applied Biosystems®, Life Technoloiges, Carlsbad, CA, EUA
BD Diagnostics — BD Diagnostics, Nova Jersey, EUA

Bio-Rad — Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Cell Signaling — Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA, EUA

Cobas €601 — Roche Diagnostics, Alemanha
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Corning — Corning Inc., NY, EUA

Elecsys® sFlt-1/PIGF — Roche Diagnostics, Alemanha
Eppendorf — Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha

Gibco — Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
GraphPad — GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA
Invitrogen — InvitrogenTM, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA

KPL - KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., Washington DC, USA
Millipore — Merck Millipore, Billerica, MA, EUA

Molecular Devices — Molecular Devices LLC, CA, EUA

NanoDrop — NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware

NIH — NIH, Bethesda, EUA

Pierce — Pierce, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Precellys® — Bertin Corp., Rockville, EUA

Roche — Roche Diagnostics, Alemanha

Santa Cruz — Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, EUA
Sigma — Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA

Syngene — Syngene, Frederick, MD, EUA

Thermo — Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA

5.2 Amostras de sangue

As amostras sangue das gestantes saudaveis e com PE foram obtidas no
previamente ao momento do parto. As amostras de sangue (10 mL de sangue
venoso) foram coletadas em tubos contendo gel separador BD Vacutainer® Venous

Blood Collection (BD Diagnostics).
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 4°C, 2000 RPM por 30 minutos
para obtencdo do soro. Apds, este foi mantido em aliquotas, a - 80°C. No momento
do uso, as amostras foram aquecidas em banho-Maria a 56°C por 20 minutos com
a finalidade de inativar os componentes termolabeis presentes no soro. Todas as
placentas foram obtidas de cesareas eletivas com indicagdo de laqueadura
(saudaveis) ou no caso das gestantes com PE, em cesareas de emergéncia devido

a complicacdes severas.

5.3 Producgao de fatores vasoativos

As concentragbes de PIGF e sFlit-1 presentes no soro das gestantes saudaveis e
com PE (n = 4, cada) foram medidas por um imunoensaio de
eletroquimoluminiscéncia (Elecsys® sFlt-1/PIGF) no imuno-analisador automatico
Cobas €601 (Roche), mostrando um tempo de resposta de 18 min. Os intervalos de
medic¢ao foram de 3 a 10.000 pg / mL para PIGF e 10 a 85.000 pg / mL para sFlt-1,
e os limites de quantificagdo foram 10 pg / mL e 15 pg / mL, respectivamente. O
coeficiente de variagado entre ensaios do PIGF foi de 4,1% a uma concentragao
média de 96 pg / mL do PreciControl Multimarker 1 (Roche) e 3,6% a 973 pg / mL
do PreciControl Multimarker 2 (Roche). Uma imprecisao semelhante entre ensaios
foi estimada para sFlt-1, 4,3% a 98 pg / mL do PreciControl Multimarker 1 e 3,8% a
1020 pg / mL do PreciControl Multimarker 2.

5.4 Andlise do efeito do soro de gestante PE sobre os explantes coridnicos

5.4.1 Cultivo e tratamento dos explantes placentarios

Cotilédones placentéarios (n=3) das gestantes saudaveis e com PE foram
coletados imediatamente apds a cesarea em tampao fosfato-salina (PBS 0,1 M pH
7,4) e suplementado com 1 % estreptomicina/penicilina, 0,5% gentamicina, 0,25 %
anfoterecina B e 25 mM glicose (PBS suplementado). No laboratério, os fragmentos

foram lavados em PBS (Sigma) estéril a fim de remover o sangue.
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Os vilos coridnicos terminais foram entao dissociados, lavados em PBS estéril
suplementado e imediatamente cultivados de acordo com Aplin et al. (1991).
Brevemente, a decidua foi removida de cada cotilédone de modo a expor as
vilosidades coribnicas terminais. Estas estruturas foram dissecadas com um auxilio
de um estéreo microscopio, utilizando-se bisturis. Os vilos terminais dissecados
foram lavados com meio Hanks (Sigma) suplementado com 1 puL/mL penicilina, 1
ML/mL estreptomicina 100.000Ul, 1 pL/mL gentamicina 10.000 Ul e, em seguida
com meio DMEM-F12 (Sigma). Os vilos dissecados foram colocados em placas de
48 pocos (Corning) em meio DMEM-F12 suplementado com 10 % de soro bovino
fetal (Gibco) e antibi6ticos (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 5
Mg/mL de gentamicina e 2,5 mg/mL de anfoterecina B) e mantidos em incubadora a
37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO-, por 24 horas.

A quantidade de vilos (explantes) plaqueados foi determinado a partir da
quantificacdo proteica e avaliacdo de suas atividades metabdlicas. Os explantes
foram pesados em lotes de 5 mg a 50 mg, tiveram seus conteudos proteicos
avaliados colorimetricamente utilizando o utilizando o kit comercial Pierce BCA
Protein Assay Kit (Pierce) conforme instrugbes do fabricante e sua atividade
metabdlica e viabilidade avaliados respectivamente pelo ensaio de MTT e LDH (a
seqguir descritos). Estes testes determinaram que vilos de 30 mg apresentavam
melhor viabilidade e atividade metabdlica e maior quantidade de proteina.

Desta forma, todos os experimentos se seguiram em vilos isolados
perfazendo 30 mg de peso. Os explantes foram plaqueados em placas de cultura
recobertas com fibronectina (10 ug/mL em PBS). Para permitir a estabilizacdo das
culturas, os explantes foram inicialmente incubados por 12 h, a 37°C em estufa
umida contendo 5% de CO». Apds este periodo, o meio foi substituido por meio
DMEM-F12 contendo 10% do soro materno saudavel (SS) ou de gestante com PE
(SPE), aonde permaneceram por adicionais 24 horas, nas mesmas condi¢des de
cultivo acima descritas. Apds este periodo, os explantes foram entdo coletados e
armazenados para analises posteriores por Western Blotting e RT-qPCR.

Este estudo inclui os seguintes grupos experimentais: SS (controle) —

amostras de placenta de gestagdes saudaveis tratadas com soro de paciente
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saudavel; SPE — amostras de placenta de gestagdes saudaveis tratadas com soro

de paciente com PE.

5.4.2 Ensaio atividade metabdlica por MTT

O ensaio colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) mede a atividade da desidrogenase mitocondrial. O MTT entra na célula
e é reduzido e convertido em formazan, de cor purpura, apenas em células vivas
com metabolismo ativo. Este método foi utilizado para avaliar a atividade metabdlica
dos explantes coridnicos tratados com soro de gestante saudavel ou PE (n = 7,
cada). O ensaio se seguiu adicionando aos explantes coriénicos, apds cultivo, 100
pML/pogo da solucdo de MTT (Thermo) na concentragédo final de 0,5 mg/mL
preparada em meio DMEM-F12 sem fenol e mantidas em estufa, a 37°C com 5%
de CO2 por 90 minutos. Apéds a retirada desta solugao, foi adicionado 100 uL de
DMSO (Sigma) para solubilizagdo dos cristais de formazan. O sobrenadante foi
coletado e em seguida realizada a leitura no espectrofotbmetro SpectraMax Plus
384 Absorbance Microplate Reader (Molecular Devices) em comprimento de onda
de 570 nm. Os testes foram realizados em triplicata e expressos em absorbancia

conforme a férmula abaixo:
Atividade metabdlica = Absorbancia vilos — Absorbancia do meio de cultivo *
* Meio de cultura, mantido em mesmas condi¢des de cultivo, porém sem vilos.
5.4.3 Ensaio atividade citotéxica por LDH
O ensaio do LDH baseia-se na liberacdo da enzima citosdlica lactato
desidrogenase (LDH) a partir de células com membranas celulares danificadas. A
LDH catalisa a conversao do piruvato a lactato na presenga de NADH. As taxas de

morte celular em fungdo dos tratamentos dos explantes placentarios com soro de

gestantes saudaveis e PE foram calculadas a partir de ensaios para a mensuragao
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de LDH (lactato desidrogenase), extravasado para o meio extracelular apds a lise
das células. O ensaio de LDH é baseado na conversao de lactato em piruvato na
presenca de LDH com reducao paralela de NAD em NADH. Estes ensaios foram
realizados utilizando-se o kit Pierce LDH Cytotoxicity Assay (Pierce) conforme as
indicacdes do fabricante. O explantes coribnicos foram plaqueadas em friplicata e
tratados por 24 horas com o soro de gestantes saudaveis ou PE (n = 7). Os meios
experimentais e controles foram entao coletados e transferidos para placas de fundo
plano de 96 pocos.

Também foram preparados os seguintes experimentos controle em triplicata:
pocos contendo meio de cultivo completo (com SBF) que ndo receberam explantes
(avaliacdo de LDH sérico), pogos contendo meio completo sem soro (controle de
interferéncia do SBF) e sem explantes (branco) e pogos em que os explantes foram
previamente tratados com agua ultra-pura estéril (50 uL, 45 min., 37°C, controle de
atividade espontanea). Como controle positivo, pogos com explantes foram tratados
com tampao de lise (Positive Control em meio DMEM F12 sem SBF, 50 uL, 1/10
vol). As amostras entdo receberam 100 uL de Reaction Mixture por 10 min, a 37°C,
apods o que foi adicionado 50 pyL de Stop Solution para que a reacdo fosse
interrompida. A leitura foi realizada no espectrofotobmetro SpectraMax Plus 384
Absorbance Microplate Reader (Molecular Devices) nos comprimentos de onda de
490 nm e 690 nm. A seguinte formula foi usada para o calculo da porcentagem de

citotoxicidade celular:

(Controle A — Amostra experimental)

% Citotoxicidade = 100
% Citotoxicidade Atividade total de LDH ¥

Aonde:
Controle A = controle espontaneo de liberagdo de LDH (agua)
Atividade total de LDH = Atividade maxima de liberagao de LDH — controle da

liberacdo espontanea
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5.4.4 Analise da expressao génica por PCR em tempo real (q-PCR)

5.4.4.1 Extracdo de RNA dos explantes coridénicos

Os explantes coridnicos de placentas saudaveis tratados com soro materno
saudavel ou PE por 24 horas (n = 7) foram armazenados em microtubos de 1,5 pyL
previamente tratados e autoclavados, livres de RNAses e DNAses, contendo 200
ML de solugdo estabilizadora RNAlater® (Invitrogen), em freezer -80°C. No
momento do preparo das amostras para a extracdo de RNA, o RNA/ater® foi
retirado, e as amostras lavadas com solug¢do PBS, 0,1M. Em seguida, as amostras
foram transferidas para microtubos contendo beads e 300 pL de TRIzol® (Ambion).
Estas amostras foram lisadas no homogenizador de tecidos Precellys® (Bertin
Corp.).

As amostras foram entdo precipitadas com 200 pL de cloroférmio e
centrifugadas a 12.000 g, por 15 min, a 4°C para a separagédo do RNA total,
proteinas e DNA. A fase contendo RNA total foi removida e acondicionada em
microtubos previamente tratados e autoclavados. Na sequencia, as amostras foram
resuspendidas (com o dobro do volume do RNA total) com &lcool etilico 70%.
Procedeu-se a extragao utilizando o PureLinkTM RNA Mini Kit (Ambion) de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

A concentracao de pureza do RNA total foi calculada pelo espectrofotdbmetro
ND-1000 (NanoDrop) nas absorbancias de 230, 260 e 280 nm e por meio da relagéo
A260/A280, respectivamente.

5.4.4.2 Remogao do DNA gendmico

A remocao do DNA gendmico das amostras de RNA dos explantes coridénicos
de placentas saudaveis tratadas com soro materno saudavel ou PE por 24 horas foi
realizada conforme o seguinte protocolo: 1 ug do RNA total extraido foi incubado
por 15 min em temperatura ambiente na solugado contendo 10% desoxiribonuclease

| purificada DNAse | (Invitrogen) e 10% solugéo tampéao DNAse 10x em agua DEPC.
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O bloqueio da reacgao foi realizado com 10 % de 25 mM EDTA, 10 min, a 65°C em

termociclador Thermal Cycler (Eppendorf).

5.4.4.3 Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido por meio do kit High Capacity cONA Reverse Transcription
(Applied Biosystems), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Resumidamente, 1ug de RNA total tratado com DNase | foi transferido para um
microtubo e o volume ajustado para 9,5 pyL com H20O tratada com DEPC.
Adicionamos 2 yL do Tampao de Reacgao (10X) da Transcriptase Reversa, 0,8 uL
do mix de dNTPs (25X), 2 pyL de random primer (10X) e 0,5 uL da enzima High
Capacity, num volume final de 20uL. A reagao foi incubada a 25°C por 10 minutos,

37°C por 2 horas, ap0ds isso a enzima foi inativada a 85°C por 5 minutos.

5.4.4.4 Real Time gPCR

As amostras foram preparadas para analise da expressdo dos seguintes
genes SDF2, sXBP1, CHOP, GADD34, ATF4 e YWHAZ utilizando-se Power UP
SYBR Green PCR Master Mix™ (Applied Biosystems) de acordo com as instrugdes
do fabricante. Para este experimento foi utilizado 6,88 uL Power UP SYBR Green
PCR Master Mix (2x), 5,22 yL de H2O DEPC, 0,55 pL do primer sense, 0,5 do primer
antisense e 0,7 yL do cDNA. A amplificacdo por reagdes de PCR foi realizada em
triplicata usando o sistema de PCR em tempo real Step One Plus™ (Applied
Biosystems). As amostras foram amplificadas com uma desnaturagao inicial de
95°C durante 10 minutos, 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1
minuto e 95°C por 30 segundos. A eletroforese em gel de agarose de produtos
amplificados foi realizada para verificar o tamanho dos produtos amplificados
(dados ndo mostrados). O gene da YWHAZ foi utilizado como normalizador para
cada RNAm analisado. Para toda as reagdes foi utilizado controle negativo. Além
disso, em todos os ensaios foi utilizada uma amostra controle na qual ndo havia
cDNA.
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Para a avaliagdo do resultado obtido, foi utilizado o programa StepOne
Software v2.1 (Applied Biosystems) e foram normalizados através do modelo
matematico proposto por Pfaffl (2001). As eficiéncias da amplificagcdo foram
calculadas utilizando o método Delta-Delta Ct (AACt). Inicialmente foi calculado o
ACt de cada amostra subtraindo os valores de Ct do gene normalizador dos valores
do gene alvo. Essa relacédo é calculada pela formula: [ACTgene avo - ACTgene
normalizador]. APOS a determinagéo do AACH, aplicou-se a férmula 2-AACt e o resultado
obtido determinou o valor da expressao génica relativa.

Os primers, bem como suas temperaturas de amplificacao estao relacionados

na Tabela 1.

Tabela 1 — Primers e condig6es de amplificagao

Gene Primers (5' - 3') Temperatura da Amplificagao

S: 5'- AGCTTCAGCCTGCACATTTGAAC - 3
SDF2 60 °C

AS: §' - TCCATGATGCCAAGCTCCTGAAGA - 3'

S: §'- TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG - 3'
sXBP1 62 °C
AS: §' - GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG - 3

S: §'- TTAAGTCTAAGGCACTGAGCGTATC - 3'
CHOP 56 °C
AS: 5' - TGCTTTCAGGTGTGGTGATG - 3'

S: §5'- AGGACACAGAGGAAGAGGAAG - 3
GADD34 60 °C
AS: §' - TGTAGCAGGAGTGGAAGAGG - 3'

S: 5'- GACGGAGCGCTTTCCTCTT - 3
ATF4 58 °C
AS: 5' - TCCACAAAATGGACGCTCAC - 3

S: 5'- GCCACAATGTTCTTGGCCCATCAT - 3
YWHAZ 60 °C
AS: §' - TGGTTGGTGACAAGACAGAAGGCT - 3'

5.5 Andlise da expresséao proteica por Western Blotting

Os explantes coribnicos tratados com soro materno saudavel ou PE por 24
horas (n = 7) foram previamente armazenados em microtubos de 1,5 yL contendo
200 uL de tampéao RIPA (NP-40 a 1%, Na-desoxicolato a 0,25%, NaF 2 mM, NaCl
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150 nM, PMSF 1 mM, Na3zVOs 1 mM, EDTA 1 mM e Tris-HCI pH 7,4), 2 uL de inibidor
de protease e 2 pL de inibidor de fosfatase (Sigma) e em seguida armazenadas em
freezer -80 °C. Para esta analise, as amostras foram lisadas no homogeneizador de
tecidos Precellys® (Bertin Corp.) e entdo centrifugadas por 15 min a 12.000 rpm,
4°C. O sobrenadante das amostras foi retirado e quantificado utilizando o kit
comercial Pierce BCA Protein Assay Kit (Pierce) conforme instrugdes do fabricante.
Apds a quantificagdo, o volume necessario para a obtencao de 30 ug de proteina
total foi diluido em tampao de extracao de proteinas (RIPA) para se obter um volume
de 20 uL e 5 pL de Laemmli Sample Buffer 4x, para um volume final de 25 uL. As
amostras foram aquecidas em banho-Maria a 100°C para a desnaturacdo das
proteinas e adicionadas ao gel de transferéncia (10% acrilamida) e ao gel de
empilhamento para a realizacao da eletroforese.

Apos a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. Ao término da transferéncia, as membranas foram incubadas em
solugdo de bloqueio de sitios inespecificos com 3% leite desnatado diluido em
tampao TBS-T (0,05 M TRIS, 0,1 M NaCl, pH 7,6 contendo 0,1% de Twin-20 -
Sigma) sob agitacdo de 50 rpm por 1h, a temperatura ambiente. Apds o bloqueio,
as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios (ver Tabela 2),
diluidos em leite 3% e mantidas por uma noite sob agitagéo, a 4°C. Como controle
enddégeno, também foram avaliados os niveis de [B-actina. No dia seguinte, as
membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T e incubadas com os anticorpos
secundarios (Tabela 3) diluidos em leite desnatado 3%, por 1h, a temperatura
ambiente. As membranas foram entao lavadas com TBS-T, incubadas com solugao
quioluminescente Clarity™ ECL Western Blotting Substrate (Bio-Rad) conforme
instrucdbes do fabricante e reveladas no G:Box Chemi HR (Syngene). A
densitometria das bandas foi quantificada pelo software Image J (NIH). Os dados

obtidos foram normalizados pela expressao de p-actina.
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Tabela 2 — Anticorpos primarios e diluigées.

Proteina Anticorpo Diluicao
GRP78 Anti-GRP78 humano policlonal produzido em cabra (Santa Cruz) 1:1000
elF2a Anti-elF2a humano produzido em coelho (Cell Sinalling) 1:1000
p-elF2a Anti-elF2 humano produzido em coelho (Cell Sinalling) 1:500
SDF2 Anti-SDF2 humano policlonal produzido em coelho (Sigma) 1:1000
B-Actin Anti-B-Actina produzido em camundongo (Sigma) 1:5000

Tabela 3 — Anticorpos secundarios e diluigoes.

Proteina Anticorpo Diluicao
Secundario anti-Cabra Rabbit Anti-Goat IgG (Sigma) 1:1000
Secundario anti-Coelho Goat Anti-Rabbit IgG (Millipore) 1:1000
Secundario anti-Camundongo Goat Anti-Mouse IgG (KPL) 1:1000

5.6 Andlise do efeito do soro de gestante com PE sobre as células trofoblasticas
HTR-8/Sv-neo

5.6.1 Cultivo e tratamento das células HTR-8/Sv-neo

As células de linhagem trofoblasticas HTR-8/Sv-neo sé&o provenientes de
células citotrofoblasticas humanas de primeiro trimestre e foram cedidas
gentilmente pelo Dr. Charles Graham (Queen’s University, Kingston, Ontario,
Canada). As células foram submetidas ao plaqueamento em triplicata na proporgéao
de 2x10* células/pogo com o volume de 500 WL por pogo (placa 24 pogos, Corning),
em meio de cultura RPMI (Gibco) suplementado com 1 % estreptomicina/penicilina,
0,5% gentamicina, 0,25 % anfoterecina B e acrescido de 10% de SBF. As culturas
foram mantidas em incubadora a 37°C, com 5% de CO., sob atmosfera umida. O
meio de cultura foi substituido apds 24h.

Cada plaqueamento foi realizado em placas separadas de acordo com seu

respectivo periodo de incubacdo. Apods este periodo, o meio RPMI foi removido, as
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células lavadas com PBS e em seguida recceberam 500 uL de meio RPMI contendo
10% de soro de gestantes saudaveis ou com PE. As células permaneceram em
condigdes de cultivo por 3, 6, 12 e 24 horas, e em seguida coletadas para avaliagao.

Este estudo incluiu os seguintes grupos experimentais: SS-3H; SS-6H; SS-12
h; SS-24 h (culturas que receberam o soro de gestantes saudaveis cultivadas por
3, 6, 12 e 24 horas, respectivamente); SPE-3H; SPE-6H; SPE-12 h; SPE-24 h
(culturas que receberam o soro de gestantes com PE em tempos equivalente aos

dos experimentos controle).

5.6.2 Ensaio atividade citotoxica por LDH

A determinacgdo da atividade citotoxica que ocorreu nas células da linhagem
trofoblastica HTR-8/Sv-neo tratadas por 12 e 24 horas com soro de gestantes
saudaveis e com PE (n = 6) foi realizada pela mensuragdo de LDH (lactato
desidrogenase). Os procedimentos seguiram 0 mesmo protocolo utilizado para os

explantes de vilos coribnicos e descritos no item 5.4.3.

5.6.3 Analise da expressao génica por PCR em tempo real (qg-PCR)

5.6.3.1 Preparacao das mostras para RT-gPCR

A extracao do RNA das células trofoblasticas HTR-8/SV-neo tratadas com soro
materno saudavel/PE por 3, 6, 12 e 24 horas (n = 6), foi realizada utilizando o
PureLinkTM RNA Mini Kit (Ambion) de acordo com as recomendagbes do
fabricante. Resumidamente, apds a retirada do meio RPMI contendo o soro, as
células foram lavadas com PBS estéril e em seguida foi adicionado 300 pL do
tampao de lise e 3 pL de 2-mercaptoetanol (Sigma) Em seguida, todo o conteudo
foi acondicionado em microtubos de 1,5 pyL previamente autoclavados. As células
foram lisadas com seringas de 1 mL e centrifugadas a 12000 g, por 15 minutos.
Logo depois, adicionou-se 300 pL de alcool etilico 70% e todo o conteudo foi

transferido para uma coluna, onde sofreu sucessivas lavagens. A concentracao de
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pureza do RNA total foi calculada pelo espectrofotometro ND-1000 NanoDrop
(NanoDrop). nas absorbancias de 230, 260 e 280 nm e por meio da relagéao
A260/A280, respectivamente.

Todos os procedimentos posteriores de remogao do DNA gendmico e sintese
de cDNA, seguiram os mesmos procedimentos utilizados para explantes de vilos

coriénicos descritos no item 5.4 .4.

5.6.3.2 Real Time gPCR

A avaliacdo da expressao génica de SDF2, CHOP, GADD34 e YWHAZ foi
realizada em ftriplicata (n = 6) usando o sistema de PCR em tempo real Step One
Plus™. O preparo do cDNA, do Power UP SYBR Green PCR Master Mix™ e as
condigdes de ciclo térmico utilizadas foram descritas no item 5.4.4.4. O gene da
YWHAZ foi utilizado como normalizador para cada RNAm analisado, além das
amostras para controle negativo e amostras controle sem cDNA. O valor da
expressao génica relativa se deu a partir do método Delta-Delta Ct (AACt). Os
primers e temperaturas de amplificacdo utilizadas nesta analise estao listadas na
Tabela 1.

5.6.4 Analise da expressao proteica por Western Blotting

Nesta analise, foi avaliada a expressao proteica de SDF2, elF2a e p-elF2a.
Os anticorpos primarios e secundarios, bem como as diluicdes utilizadas estao
descritas nas tabelas 2 e 3, respectivamente. Os procedimentos seguiram 0 mesmo

protocolo descrito anteriormente para explantes de vilos coridénicos no item 5.5.



6 ANALISE ESTATISTICA
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A andlise estatistica entre as amostras foi calculada utilizando o software
PRISM 5 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os dados foram submetidos ao teste
de normalidade (Shapiro-Wilk). Dados com distribuicdo normal que foram
comparados apenas em relacdo ao controle foram analisados pelo teste nao
pareado t de Student, com poés-teste de Welch, quando as variancias eram
diferentes. Quando realizadas multiplas comparagdes foi realizada analise de
variancia (ANOVA) seguida de pos-teste de Tukey. Os dados ndao paramétricos
foram comparados teste U de Mann-Whitney (controle vs. experimento) ou por meio
de comparagbes multiplas utilizando-se o teste Kruskal Wallis seguido de pds-teste
de Dunn. Os resultados foram expressos em média + DP. Os valores foram

considerados estatisticamente relevantes quando p < 0,05.



7 RESULTADOS



83

7.1. Caracteristicas clinicas do estudo da populacao

As caracteristicas clinicas populacionais e desfechos gestacionais como, idade
materna, idade gestacional, nimero de gestagdes, numero de partos anteriores,
peso da placenta (g) pressado sanguinea (sistolica e diastdlica), proteinuria (g/24 h)
e peso do recém-nascido (Kg) sdo mostradas na Tabela 4. Entre as gestantes
saudaveis e gestantes com PE nao foi observado diferenga significativa em relagao
a idade materna. A idade gestacional nas mulheres saudaveis variou em torno de
39 semanas e nas mulheres com PE, 34 semanas (p = 0,0064). O numero de
gestacgdes anteriores entre as gestantes saudaveis foi maior do que nas pacientes
com PE (p = 0,014). A avalicdo da pressao sanguinea das pacientes com PE foi
maior que das pacientes saudaveis (p=0,0007, sistdlica e p=0,0065, diastdlica)
corroborando os dados clinicos evidenciados nesta patologia. O peso da placenta
(p = 0,0036), bem como o peso do recém-nascido (p = 0,0003) foi menor nas
pacientes com diagndstico de PE. Além disso, dois neonatos foram diagnosticados
com RCF (peso do RN: 1,9Kg, idade gestacional 37 semanas e sexo feminino; peso
do RN: 2,3Kg, idade gestacional 37 semanas e sexo masculino). A proteinuria foi
avaliada apenas nas gestantes com PE e apresentaram em média 5,2 g/L em 24
horas. A cor da pele das gestantes também foi avaliada. Entre as pacientes com
PE, apenas uma era de cor preta (14,2%) e seis eram de cor branca (85,8%). Ja
entre as gestantes saudaveis, duas eram de cor parda (28,5%) e cinco eram de cor
branca (71,5%). Todas as pacientes com PE faziam uso de hipertensivos como

Metildopa, Neozine, Anlodipino, Carvedilol, Hidralazina e Amiodarona.
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Tabela 4 — Caracteristicas clinicas e desfechos gestacionais das pacientes saudaveis

e com PE. Os dados estao representados como média * erro padrao da média.

Saudavel (n=7) PE (n=7)

#Idade Materna 29,14 £ 1,62 26,43 £ 2,48
#ldade Gestacional 39+0,30 34,04 £ 1,27
#Namero de Gestagdes 3,28 £ 0,40 1,28 +0,18*
#Namero de Partos 1,85+ 0,60 0,28 £ 0,18*
#'Peso da Placenta 493,7 £ 52,18 255,3 £ 36,66
#1PTU (24 h g/L) NA 5,2
#’Pressdo Sanguinea (mmHg)

Sistolica 117,51+ 4,78 180,3 + 10,22**

Diastolica 72525 107 £ 5,13*
#’Peso do Recém-Nascido (kg) 3,32+0,13 2,2+0,19*

#Teste t de Student; # Teste U de Mann Whitney. */**Significativamente diferente em relagao

aos dados encontrados para as gestantes saudaveis. *p<0,05; **p<0,005.

7.2 Expressado dos fatores vasoativos sFIt-1 e PIGF no soro das gestantes

saudaveis/PE

O perfil dos fatores vasoativos sFit-1 e PIGF foi avaliado nas amostras de soro
de pacientes saudaveis e PE (n = 4, cada), em triplicatas (Figura 4). Niveis
reduzidos significativos de PIGF (127 + 1,68 pg/mL; p = 0,02) e niveis aumentados
de sFIt-1 (12076 + 1310 pg/mL; p = 0,0017) caracterizaram o soro de pacientes com
PE em relagdo ao soro de gestantes saudaveis (PIGF, 773 + 9,36 pg/mL; sFlt-1,
4137 + 19,94 pg/mL). A razao sFIt-1/PIGF também foi significativamente diferente
nos dois grupos estudados (saudaveis, 5,4 + 0,05 pg/mL; PE, 94,7 £ 10,25 pg/mL;
p=0,0286).
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Figura 4 - Expressao dos fatores vasoativos sFlt-1 e PIGF no soro de pacientes
saudaveis (barras brancas) e de PE (barras pretas). Os niveis séricos de PIGF (A) foram
menores em gestantes com pré-eclampsia do que em pacientes saudaveis (p = 0,02),
enquanto os niveis séricos de sFlt-1 (B) foram maiores em pacientes com PE em
comparagao com pacientes saudaveis (p = 0,0017), como observado em a razao entre sFlt-
1/PIGF (C, p = 0,0286). Os dados foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney. Os

valores estdo representados como mediana * erro padrao médio.

7.3 Avaliacdo dos efeitos do soro de gestantes com PE sobre os explantes

coridnicos de gestantes saudaveis

7.3.1. Atividade metabdlica

Para avaliar os efeitos do soro de gestantes com PE sobre as células
trofoblasticas foi necessario identificar que quantidade (em mg) de tecido deveria
ser coletada e submetida aos experimentos in vitro. Neste sentido, explantes
coridnicos de placentas saudaveis, em variagdes entre 5 mg e 50 mg (n=3) e seus
respectivos conteudos de proteina foram relacionados aos dados obtidos pelo
ensaio de atividade metabdlica pelo MTT.

Os resultados obtidos mostraram que nos valores de 40 e 50 mg de tecido, os
niveis de atividade metabdlica das células do explante era muito baixa em relacao
aos demais pontos analisados (50 mg x 5,10,20, e 30 mg, p<0,05; 40 mg x 20 mg,
p<0,05). Desta forma, selecionou-se o valor de 30 mg de vilos para os ensaios
experimentais, na medida em que esta quantidade de tecido apresentava alta

atividade metabdlica e quantidade adequada de proteinas extraidas para os ensaios
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programados. Embora maiores quantidades de tecido fresco fornecessem maiores
quantidades de proteinas, a diminuicdo da atividade metabdlica nestes casos

poderia comprometer os ensaios subsequentes (Figura 5).

 MTT Proteina
3.000 500

—~ 2.500 400 ©
S £
o 2.000 Q
- 300 §

S
Il: 1.500 — 200 g
2 1.000 o

0 - 0

5mg 10 mg 20 mg 30 mg 40 mg 50 mg

mg de tecido (vilos coridnicos)

Figura 5 — Relagcao entre atividade metabdlica e quantidade de tecido versus
quantidade de proteinas extraidas. Explantes coridénicos de gestantes saudaveis (n = 3).
Os dados séao representados em absorbancia (MTT) por mg de tecido e microgramas de

proteina. D.O. densidade éptica. Os dados estio representados em valores médios + DP.

Uma vez estabelecida a preparacdo das amostras, analisou-se a atividade
metabdlica dos vilos coribnicos de gestantes saudaveis (n=7) tratadas com soro de
gestantes saudaveis (controle) e de gestantes com PE, por 24 h. A atividade
metabdlica dos explantes tratados com soro de gestantes PE (Figura 6) foi menor
(1.393 £ 718,3; p = 0,007) do que a atividade metabdlica dos explantes tratados

com soro saudavel (2.048 + 123,8).
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Figura 6 — Reducgao da atividade metabélica dos explantes coriénicos de gestantes
saudaveis tratados com soro de gestantes PE (SPE) (n=7). Ensaio de MTT. PS, placenta
saudavel; SS, soro de getantes saudaveis; SPE, soro de gestantes com PE; D.O. densidade
Optica. Os dados foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney e representados como

média + DP.

7.3.2 Atividade citotoxica

Uma possivel atividade citotdxica do soro de gestantes com PE sobre a placenta
saudavel foi avaliada de acordo com a quantidade de lactato desidrogenase (LDH)
liberada, ap6s o tratamento com soro PE por 24 horas. Aumento significativo foi
observado na liberacdo de LDH foi observado nos explantes tratados com soro de
gestantes com PE (103,4 £ 15,31; p = 0,01; n=7) em relagéo aos tratados com soro

de gestantes saudaveis (85,51 £ 9,94) (Figura 7)
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Figura 7 — Niveis de LDH liberados pelos explantes coriénicos apos tratamento com
soro de gestantes saudaveis (SS) e com PE (SPE), por 24 horas. A liberagao de LDH
foi maior nos explantes coridnicos tratados com soro de gestantes PE, quando comparada
aos explantes tradados com soro de gestantes saudaveis (n = 7). PS, placenta saudavel;
SS, soro de getantes saudaveis; SPE, soro de gestantes com PE. Os dados foram

analisados pelo teste U de Mann-Whitney e representados como média + DP.

7.3.3 Ativacao da via de estresse de RE nos explantes coribnicos tratados com

soro PE

7.3.3.1 Expressao génica dos marcadores de estresse de RE

Para avaliar se o soro de gestante com PE poderia ativar a via UPR nos
explantes coridnicos de gestantes saudaveis cultivados por 24 horas, determinamos
os niveis de mRNA dos fatores GADD34, CHOP, sXBP1, ATF4 e SDF2 por PCR
em tempo real.

Em relagdo aos seus respectivos controles (explantes tratados com soro de
gestantes saudaveis (SS), os explantes coribnicos tratados com soro PE (SPE)
mostraram um aumento da expressao de GADD34 (SS: 1,04 £ 0,3 vs. SPE: 2,67 +
1,23; p=0,02; n=7) (Figura 8A), CHOP (SS: 0,98 £ 0,27 vs. SPE: 1,83 + 0,79; p=
0,0001; n=7) (Figura 8B) e SDF2 (SS: 1,02 + 0,22 vs. SPE: 1,63 % 0,40; p= 0,03;
n=7) (Figura 8E) A expressdao de ATF4 e sXBP1 nao apresentou alteracdes

significativas entre os grupos avaliados (Figura 8C, D).
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Figura 8 — Expressdo génica dos marcadores de extresse de RE nos explantes
coridnicos de gestantes saudaveis tratados com soro saudavel (SS) e soro PE (SPE).
(A-B) A expressao de GADD34 e CHOP aumentou nos explantes coriénicos de placenta
de pacientes saudaveis tratadas com soro de gestantes PE (n=7). (C-D) Nenhuma diferencga
na expressao génica de ATF4 e sXBP1 foi observada entre os grupos. (E) Aumento na
expressao génica de SDF2 nos explantes coribnicos de gestantes saudaveis tratados com
soro PE. Os dados foram analisados pelo teste t de Student. Os dados estao representados

como média + DP.

7.3.3.2 Expressao proteica dos marcadores de estresse de RE

Afim de identificar se o soro de gestante poderia ativar a via de estresse de
RE nos explantes coribnicos cultivados por 24 horas, quantificamos a expressao
proteica dos fatores GRP78, elF2a, p-elF2a e SDF2 por Western Blotting.

A Figura 9 mostra a expresséao proteica de GRP78, SDF2, elF2a e p-elF2a
nos explantes coridnicos de gestantes saudaveis (n=7) cultivados com soro de
gestantes com PE. Na analise densitométrica, € possivel observar um aumento
significativo na expressao dos fatores GRP78 (SPE: 1,6 + 0,5; p = 0,02) (Figura
9A), e SDF2 (SPE: 1,05 £ 0,5; p = 0,007) (Figura 9B), p-elF2a (SPE: 0,64 £ 0,1; p
= 0,01) (Figura 9D), quando comparados ao grupo controle (GRP78 - SS: 1 £ 0,3;
SDF2 - SS: 0,37 £ 0,1; p-elF2a - SS: 0,37 + 0,1). Apenas os niveis de elF2a foram
semelhantes nos dois grupos (SS: 0,6 £ 0,1; SPE: 0,5 £ 0,1) (Figura 9C). A razado
p-elF2a/elF2a também mostrou aumento relevante nas vilosidades tratadas com
soro PE (SPE, 1,22 £+ 0,18 vs. SS, 0,56 £ 013; p = 0,0006) (Figura 9E).
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Figura 9. Expressao protéica de GRP78, p-elF2a e elF2a total e, SDF2 nos explantes
coridnicos, avaliada por Western Blotting. (A,B,C e D) Os explantes coridnicos de gestantes
saudaveis cultivados por 24 h com soro de gestantes com PE apresentam maior expressao de
GRP78 (p = 0,02), p-elF2a (p = 0,01) e SDF2 (p = 0,007) quando comparado aos respectivos
controles (explantes de placentas saudaveis tratadas com soro de gestantes saudaveis, SS).
(C) Nao houve alteragao significativa na expressao de elF2a entre os grupos. Os valores foram
normatizados em fungao da B-actina. (E) A relagéo p-elF2a/elF2a total também esta aumentada
nos explantes tratados com soro PE (p = 0,0006). (F) Membranas representativas da expressao
de GRP78, elF2a total, SDF2 e B-actina. Os dados foram comparados apenas entre soro
saudavel e com PE dentro de cada fator analisado, pelo teste U de Mann-Whitney. Os dados

estao representados como média £ DP.

7.4 Avaliagdo dos efeitos do soro de gestantes com PE sobre as células
trofoblasticas HTR-8/Sv-neo

7.4.1 Efeitos citotdéxicos do soro de gestantes sobre sobre as células HTR-

8/Sv-neo

A atividade citotoxica do soro de gestantes com PE sobre as células HTR8/Sv-neo
cultivados por 12 e 24 h foi avaliada pela quantidade de LDH liberado pelas células
no meio de cultivo. Células tratadas com soro de gestantes com PE apresentaram
maior liberagao de LDH (Figura 10), tanto no periodo de 12 h (HTR8-SPE: 9,01 +
2,1 vs. HTR8-SS: 1,29 + 0,08; p=0,007), quanto para as células que permaneceram
em cultivo por 24 h (HTR8-SPE: 8,67 + 4,07 vs. HTR8-SS: 2,87 + 1,03; p=0,007).
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Figura 10 - Niveis de LDH liberados pelas células HTR-8/Sv-neo apds tratamento com
soro de gestantes saudaveis (SS-12 h) e com PE (SPE-24 h), por 12 h e 24 h. (A-B) Os
niveis de LDH liberados pelas células HTR-8/SV-neo tratadas com soro PE (n=4) foram
significativamente maiores dos que das células tratadas com soro saudavel por 12 h (p = 0,007)
e 24 h (p = 0,007). SS, soro de gestante saudavel; SPE, soro de gestante com PE. Os dados

foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney e representados como média + DP.

7.4.2 Ativacao da via de estresse de RE nas células HTR-8/Sv-neo tratadas

com soro de gestantes PE

7.4.2.1 Expressao génica dos marcadores de estresse de RE

A expressao génica dos fatores de estresse de RE, GADD34, CHOP, ATF4 e
SDF2 foi analisada por PCR em tempo real, nas células HTR-8/Sv-neo (n=5) que
receberam o soro de gestantes saudaveis e com PE pelo periodo de 12 e 24 h.

Conforme observado na Figura 11, o soro de gestantes com PE ativou a via
UPR nestas células. A Figura 11A mostra que ocorreu uma alteragdo na expressao
do gene CHOP durante o periodo de tratamento (12 h e 24 h). As células HTR-8/Sv-
neo tratadas com o soro PE apresentaram um aumento na expressao deste gene
apos 12 h e 24 h quando comparada ao grupo controle (12 h - SPE: 15,75.10*
13,45.10* vs. SS: 1,49 + 1,28, p<0,001; 24 h — SPE: 6,31.10* £ 3,36.10* vs. SS: 1,16

+ 0,70; p<0,01). Quando comparamos a expressdao de CHOP entre os grupos
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tratados com soro de gestantes saudaveis e com soro PE nos diferentes tempos
(12 h e 24 h) nao foi observado diferencga significativa.

A avaliagao da expressao génica de GADD34 é observada na Figura 11B. As
células tratadas com soro PE mostraram maior expressao de GADD34 quando
comparadas as células tratadas com soro saudavel apos 12 h de tratamento (SPE:
4,70 £ 0,55 vs. SS: 1,02 + 0,23, p=0,0001). Porém, quando avaliamos as células
que receberam o soro PE por 24 horas observamos um pico em sua expressao
SPE: 86,21 + 51,40 vs. SS: 1,05 + 0,30; p=0,0002) quando comparado ao grupo
controle. Um crescimento na expressdo de GADD34 ao longo todo tempo, também
€ observado quando comparamos o grupo tratado com soro PE por 12 h com o
grupo tratado por 24 h (SPE-12 h: 4,70 £ 0,55 vs. SPE-24 h: 86,21 + 51,40; p=0,006).
Nao foi observado alteragao significativa entre os grupos controles em fungéao do
tempo.

Na Figura 11C observa-se que apenas as células HTR-8/Sv-neo que
receberam o soro por 24 h apresentaram aumento significativo na expressao de
ATF4 quando comparadas ao grupo controle (SPE: 53,51 £ 11,84 vs. SS: 1,01 £
0,17; p<0,0001. Nenhuma alteracao foi observada na expressao de ATF4 nas
células tratadas com soro saudavel e PE por 12 h e nem entre as células tratadas
com soro PE por12h e 24 h.

A expressao de SDF2 apods 24 h de cultivo e exposicao ao soro PE aumentou
significativamente quando comparado ao grupo controle (SPE: 401,37 + 138,08 vs.
SS: 1,02 £ 0,20; p=0,0001). A expressao de SDF2 alterou em fungdo do tempo de
cultivo (SPE-12 h: 0,54 + 0,06 vs. SPE-24 h: 401,37 + 138,08; p = 0,001). Nao
observamos alteragdes significativas em relagao a expressao de SDF2 nas células
que receberam o soro PE quando comparadas as células que receberam soro
saudavel e quando comparamos as células que receberam o soro saudavel em

ambos os periodos de tratamento (Figura 11D).
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Figura 11 - Expressao génica de GADD34, CHOP, GADD34 e SDF2 em células
trofoblasticas HTR-8/Sv-neo tratadas com soro saudavel (SS) e PE (SPE) por12 h e
24 h. (A) A expressdao de CHOP aumentou nas células trofoblasticas HTR-8/Sv-neo
tratadas com soro PE por 12 h (p<0,001) e 24 h (p<0,01) quando comparado controles. Nao
foi observado alteragdo em sua expressao ao longo do tempo. (B) A expressdo de GADD34
aumentou nas células trofoblasticas HTR-8/Sv-neo tratadas com soro PE por 12 h
(p=0,0001) e 24 h (p = 0,0002) quando comparado com os controles. Observou-se um
aumento significativo na expressao de GADD34 nas células expostas por 12 h e 24 h
(p=0,006). (C) Houve aumento na expressao de ATF4 nas células HTR-8/Sv-neo tratadas
com soro PE apenas em 24 h de exposigao (p<0,0001) quando comparado controles. Nao
houve alteragbes significativas quando comparamos os grupos controles e PR nos
diferentes tempos. (D) A expressao de SDF2 nas células trofoblasticas HTR-8/Sv-neo
cultivadas com soro PE por 12 h nédo foi significativa, mas mostrou-se aumentada nas
células cultivadas com soro PE por 24 h (p=0,0001). Os dados paramétricos foram
analisados por Anova seguida do pos teste de Turkey. Os dados nao paramétricos foram
analisados pelo teste Kruskal Wallis seguidos do pds teste de Dunn. Os gréficos estao

representados como média + DP.

7.4.2.2 Expressao proteica dos marcadores de estresse de RE

A técnica de Western Blotting foi utilizada para avaliar a expressao proteica
dos fatores elF2a total e fosforilado (p-elF2a) e de SDF2 em células HTR-8/Sv-neo
tratadas com soro de gestantes saudaveis e com PE por diferentes tempos (3, 6, 12
e 24 h).

Os resultados da expressao proteica estdo representados na Figura 14. A
expressao proteica de elF2a aumentou no tratamento com soro de gestantes PE
ap6s 12 horas (SPE: 0,98 £ 0,10 vs. SS: 0,71 £ 0,16; p=0,01; n=5). Nao foram
detectadas alteragdes significativas nos demais tempos avaliados (3, 6 e 24 h). O
fator elF2-a fosforilado apresentou aumento significativo nas células HTR-8/Sv-neo
tratadas com soro PE ap6s 6 h (SPE: 0,99 + 0,27 vs. SS: 0,65 £ 0,18; p=0,034; n=6)
e 12 h de cultivo (SPE: 1,00 £ 0,12 vs. SS: 0,69 + 0,13; p=0,012; n=5). A razao p-

elF2a/elF2a teve um aumento significativo apds 6 horas de tratamento (SPE: 1,45
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+0,0,29 vs. SS: 0,93 £ 0,25; p=0,007; n=6). Nos demais tempos avaliados nao foram

observadas alteragdes significativas na razéo p-elF2a/EIF2a.
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Figura 12 - Expresséao proteica (Western Blotting) de p-elF2a e elF2a total nas células
trofoblasticas HTR-8 Sv-neo tratadas com soro de gestantes saudaveis e PE por 3h, 6h,
12 h e 24 h. (A, C) A analise densitometria das bandas de expressao proteica de elF2a total e
p-elF2a nas células HTR-8/SV-neo tratadas com soro de gestantes saudaveis (SS) e com PE
(SPE). Notar o aumento de elF2a total (A, C) apdés 12 h de exposi¢ido ao soro PE (*p = 0,016)
e de p-elF2-a apos 6h (*p=0,034) e 12 h (*p=0,012) de tratamento com soro PE em relagdo aos
respectivos controles (SS). (B, D) Membranas representativas da expressao de elF2a total e f3-
actina e de p-elF2a e B-actina. (E) A razdo p-elF2a/elF2a total teve um aumento significativo
(*p=0,007) apds 6 horas de exposigao ao soro de gestantes com PE (SPE). Os dados estao
representados como média £ DP. Os dados foram analisados pelo teste t de Student com pds-

teste de Welch em relagdo ao controle de mesmo tempo de tratamento.

A expressao protéica de SDF2 nas células HTR8/Sv-neo aumentou apés 6h
de exposi¢cao ao soro das gestantes PE (Figura 15) e comparagao ao tratamento
com o soro de gestantes saudaveis (12 h: SPE: 1,04 + 0,11 vs. SS: 0,80 £ 0,16;
p=0,0159 e, 24 h: SPE: 1,18 £ 0,18 vs. SS: 0,81 £ 0,23; p=0,0132; n=6).
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Figura 13 — Expressido proteica de SDF2 nas células trofoblasticas HTR-8/Sv-neo
cultivadas com soro de gestantes saudaveis (SS) e com PE (SPE) por 3,6, 12 e 24 h. (A)
Notar o aumento da expressao de SDF2 apo6s 12h e 24h de cultivo com o soro das gestantes
com PE (12h: p=0,0159; 24h: p=0,0132) em relagdo ao controle (soro de gestantes saudaveis,
SS) com mesmo tempo de tratamento. (B) Membranas representativas da expressdo de SDF2
e B-actina. Valores normatizados em fungdo da B-actina (n=6, experimentos realizados em
triplicata). Os dados estao representados como média + DP. Os dados foram analisados pelo

teste t de Student com pos-teste de Welch em relagdo ao controle de mesmo tempo de
tratamento.
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Nossos dados confirmaram a hipotese de que o ambiente pré-eclamptico pode
alterar o comportamento dos vilos coridnicos. Mostramos que o soro materno pré-
eclamptico interfere na homeostasia do RE e ativa a via UPR nos explantes
coribnicos de placentas saudaveis assim como em células trofoblasticas da

linhagem HTR-8/Sv-neo.

Sobre a amostra utilizada

Para o delineamento deste estudo era importante a validacido dos dados das
pacientes pré-eclampticas. De modo geral, os dados clinicos apresentados pelas
pacientes com PE confirmaram as caracteristicas desta desordem e suas
consequéncias diretas e indiretas, de acordo com o preconizado pela literatura
(Myatt et al., 2014; Bartsch et al., 2016; ACOG, 2019).

Neste estudo, ndo encontramos diferencgas significativas em relagéo a idade
das gestantes PE e saudaveis. Nossa amostragem incluiu mulheres relativamente
jovens (idade média de 29 anos e 26 anos, respectivamente para gestantes
saudaveis e com PE), sendo aquelas com PE em sua maioria, primigestas, o que
se refletiu no menor numero de partos em relagéo as gestantes saudaveis. Estes
dados sugerem que este fator de risco predominou no grupo selecionado. Embora
a idade materna seja considerada um fator de risco para o estabelecimento da PE,
Poon et al. (2010), mostraram que este fator de risco estd mais associado a PE
tardia do que a PE grave e precoce, uma vez que nao houve correlagcéao entre esta
desordem e a idade materna. Embora com uma amostragem muito pequena, este
estudo corrobora os achados de Poon et al. (2010).

Outras diferengas também foram encontradas entre os dois grupos estudados
— gestantes saudaveis e com PE - quanto a idade gestacional, proteinuria, pressao
arterial sistélica e diastdlica. As gestantes pré-eclampticas apresentaram proteinuria
e, pressao arterial sistdlica e diastdlica mais alta do que pacientes saudaveis.
Embora proteindria ndo seja mais um dos critérios essenciais para o diagnostico
clinico da pré-eclampsia, seus niveis sdo importantes para a predi¢cao de resultados

adversos maternos e fetais (Dong et al., 2017). Segundo Sarno et al. (2015) tanto
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a saude maternal quanto a fetal durante e apds a gestagdo sdo drasticamente
comprometidas quando a PE precoce esta associada a proteinuria precoce, além
da hipertensao, o que confirma que nosso grupo estudo, incluia pacientes com PE
grave.

Assim como relatado na literatura (Sarno et al., 2015), o peso placentario das
gestagdes com PE selecionadas neste estudo também esteve associado a bebés
pequenos para a idade gestacional (PIG) e menor idade gestacional no parto,
ambos fatores associados ao agravamento da PE. A antecipagdo do parto foi
realizada como uma medida preventiva e cautelar para a preservagao da saude
materna ou comprometimento fetal iminente. Nestes casos, a terapéutica de
emergéncia é a interrupgéo da gravidez, preferencialmente apds a 34a semana de
gestacéao, para resguardar o maximo possivel o desenvolvimento fetal (Sarno et al.,
2015).

Bebes pequenos para a idade gestacional também sao referenciados em
casos de PE e atribuidos a insuficiéncia uteroplacentaria, associada a hipertensao
(Xiong et al., 2002). Evidencias também mostraram que gestagées complicadas por
PE de inicio precoce estao associadas a uma maior taxa de recém-nascidos PIG
em comparagao com gestacdes associadas a hipertensdo, sugerindo que a
influéncia da fisiopatologia da PE precoce vai além do processo hipertensivo para o
desenvolvimento fetal (Ferrazzani et al., 2011).

Kovo et al. (2015) avaliaram o peso placentario e a relagao feto-placentaria em
gestagdes complicadas pela PE. Os autores observaram que estes fatores eram
menores € que a placenta, nestes casos, apresentava mais lesdes vasculares.
Outros estudos confirmaram estes achados, principalmente quando a PE se
instalava em idades gestacionais precoces (Levy et al. 2019; Alnaes-Katjavivi et al.,
2020). Essas anormalidades patoldgicas placentarias podem explicar o peso
placentario encontrado em nossas amostras de pacientes com PE.

Em suma, os dados obtidos das pacientes selecionadas confirmam o

diagndstico de PE grave, conforme os dados descritos na literatura.



103

O perfil sérico de fatores angiogénicos nas gestantes PE selecionadas

corrobora dados da literatura

Neste estudo, utilizamos soro de gestantes pré-eclampticas selecionadas no
Hospital das Clinicas-FMUSP-SP, referéncia no tratamento de doencas de alta
complexidade. Além dos dados clinicos dos pacientes, também avaliamos os niveis
de sFlt-1 e PIGF no soro das pacientes participantes deste estudo.

Estes marcadores tém sido uteis no diagnéstico diferencial de disturbios
hipertensivos gestacionais e na previsdo do desenvolvimento de resultados
adversos e do parto prematuro (Engels et al., 2013). O desequilibrio entre esses
fatores tem sido correlacionado com a gravidade da PE e vem sendo utilizados no
diagndstico da PE (Verlohren et al., 2010; Perales et al., 2017; Caillon et al., 2018).

O guia clinico do National Institute for Health and Care Excellence (NICE,
2016) recomenda a avaliagao da razao sFlt-1/PIGF para auxiliar o diagnéstico da
PE em mulheres gravidas com suspeita desta patologia. Seguindo estes critérios,
pacientes com uma razao sFlt-1/PIGF <38 nao deveriam ser consideradas como
pré-eclampticas. Por outro lado, valores iguais ou superiores a 85 em exames
realizados entre 20 e 34 semanas de gestacao ou >110 a partir da 34a semana séo
fortes indicativos de PE (Verlohren et al., 2014; Zeisler et al., 2016).

Em nosso estudo, cerca de 75% das gestantes (com idade gestacional média
de 34,04 semanas) apresentaram razao sFlt-1/PIGF acima de 89 pg/mL, o que
indica um desbalango angiogénicos e corroboram os dados descritos na literatura
para confirmagao de PE (Verlohren et al., 2010; Stepan et al., 2015; Perales et al.,
2017; Dragan et al., 2017; Caillon et al., 2018).

O soro de gestantes com PE interfere na atividade metabdlica dos

explantes coribnicos

Nossa primeira abordagem para avaliar o comportamento dos explantes
placentarios em cultura foi determinar como o uso de soro pré-eclamptico poderia

afetar o metabolismo celular. Por meio de um método colorimétrico (MTT), que
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mede a atividade desidrogenase mitocondrial (Robinson et al., 2008), encontramos
uma diminuicdo significativa na atividade metabdlica dos explantes placentarios
expostos ao soro das gestantes com PE em relagdo aos explantes mantidos com
soro saudavel. Estes dados sugerem que fatores circulantes decorrentes da PE
estao reduzindo consideravelmente o metabolismo celular.

Para avaliar se essa redugao na atividade metabdlica geral do explantes
vilosos era devido a perda de células (toxicidade) ou desaceleramento de suas
atividades, foi avaliada a liberagao de lactato desidrogenase (LDH) pelos explantes
coridnicos e pelas células HTR-8/Sv-neo. Este ensaio baseia-se na deteccéo da
enzima citosélica lactato desidrogenase (LDH) no meio extracelular, o que so6
acontece com células com membranas celulares danificadas, ou seja, em processo
de morte celular.

Tanto os explantes placentarios, como as células HTR-8/Sv-neo foram
negativamente afetadas pela presenga do soro de gestantes com PE, o que quer
dizer que houve inducao de morte celular na presenca desse soro. Esses dados
parecem ser consistentes com estudos que mostram niveis mais altos de apoptose
e de nds sinciciais em amostras placentarias de mulheres pré-eclampticas (Tomas
et al., 2011). Determinar, entretanto, que moléculas podem estar envolvidas com
neste processo, ndo € uma tarefa facil. Neste estudo estes possiveis fatores nao
foram estudados, no entanto, descrevemos abaixo alguns fatores ja determinados
que poderiam contribuir para explicar nossos achados.

Uma recente analise de perfis peptiddmicos usada para rastrear e identificar
os biomarcadores de proteinas plasmaticas para predizer a pré-eclampsia, mostrou
um grande numero de proteinas diferencialmente expressas no soro dessas
gestantes (Law et al., 2015). Dentre as proteinas relatadas com mais frequéncia
entre os estudos revisados por estes autores, se destacaram a endoglina, a
glicoproteina a-2-HS, o fibrinogénio, o plasminogénio além de diferentes
apolipoproteinas e a proteina de ligagdo ao fator de crescimento semelhante a
insulina. Varios estudos também relataram um aumento de acido urico sérico em
mulheres com PE, correlacionado a gravidade da doencga (Bainbridge et al., 2008;
Martin e Brown, 2010; Masoura et al. 2015; Zhao, Frempong e Duan, 2019). O &cido
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urico é conhecido como um marcador de estresse oxidativo, de alteracao da funcao
renal e de lesao tecidual. Esta molécula é produzida em maior quantidade em
pacientes com PE como resultado da hipdxia e isquemia placentaria e aumento da
producéo de citocinas pelo organismo materno (Kondareddy e Prathap, 2016). Além
disso, niveis aumentados de acido urico na circulagdo ativam a liberagdo de
citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, IL-18 e IL-6 o0 que provoca uma
retroalimentagao do sistema, aumentando o acido urico no soro de gestantes com
PE (Kanellis et al., 2003; Sultana et al., 2013). Este € um fator que sem duvida
poderia estar interferindo na viabilidade celular dos vilos coribnicos e das células
HTR-8/Sv-neo, uma vez que como mostrado nos tubulos renais, acido urico
aumentado pode estimular a expressao de BAX, provocar alteracbées na membrana
mitocondrial, elevar a produgao de espécies reativas de oxigénio, ativar caspases e
consequentemente induzir apoptose (Verzola et al., 2014).

As consideragdes acima fornecem evidéncias de que o soro de gestantes com
PE pode conter fatores que prejudicam a atividade metabdlica e a viabilidade celular
dos explantes coridnicos e das células HTR-8/Sv-neo. Neste contexto, investigamos

a possivel ativacao e participagao da via UPR, neste processo.

O soro de gestantes com PE interfere com as fungées do reticulo

endoplasmatico e ativa a via UPR

Nossos achados indicam que o soro de gestantes com PE prejudica a
atividade metabdlica e a viabilidade celular dos explantes coridénicos e das células
HTR-8/Sv-neo. Neste contexto, investigamos a possivel ativagao e participagao da
via UPR, neste processo.

Avaliamos inicialmente a chaperona GRP78, pois em resposta ao estresse,
ela é prontamente recrutada e desacoplada das proteinas sensoras residentes do
RE, PERK, IRE1 e ATF6, assumindo desta forma um papel regulador chave
(Kaufmann et al., 2002; Yoshida, 2007). Nossos resultados mostraram que o soro
das gestantes com PE induziu a expressao de GRP78 nos explantes coribnicos

obtidos de gestagdes saudaveis, indicando a ativagao da via UPR.
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InUmeras evidéncias tém mostrado também que a indugdo de GRP78 pode
estar associada a ativagdo direta de mecanismos anti-apoptético ou pro-
sobrevivéncia da UPR, o que tem sido amplamente observado no cancer (Gazit et
al., 1999; Fernandez et al., 2000; Uramoto et al., 2005). Nesta via de atuagao direta
do GRP78, observou-se bloqueio da ativacdo de caspases e a ativacao de vias
paralelas, como a autofagica (Reddy et al., 2003; Li et al., 2008). Neste contexto, a
expressdo de GRP78 nos vilos coribnicos expostos ao ambiente sérico pré-
eclamptico, além de indicar que este € um ambiente “hostil”, interfere com a
funcionalidade do RE, marca também o desencadeamento de uma resposta celular
para sua recuperagao.

A expressao aumentada de GRP78 também foi encontrada em fragmentos
placentarios de pacientes com PE precoce grave e PE tardia, onde a exposi¢cao aos
fatores séricos ocorre de forma crdnica, inclusive com a participagao da propria
placenta (Yoshida, 2007; Burton et al., 2011; Yung et al., 2014; Fu et al., 2015;
Mochan et al., 2019; Lorenzon-Ojea et al., 2020). Estes resultados associados aos
encontrados neste estudo sugerem que independentemente da cronicidade do
insulto (ambiente pré-eclamptico) a GRP78 se mantém constantemente ativada na
tentativa de manter a homeostasia placentaria.

Uma vez que a expressdao de GRP78 sugere a ativagao da via UPR, nosso
passo seguinte foi avaliar que ramo da via UPR poderia estar sendo ativada. Nossos
estudos entao focaram para a possibilidade de ativacado da via PERK, analisando a
expressao de elF2a e sua ativacido por fosforilacdo, o que esta intrinsicamente
relacionado a sua capacidade de inibir a sintese de novas proteinas, mas permitindo
a expressao de ATF4 e CHOP (Palam, Baird e Wek 2011).

Nossos dados mostraram que a exposi¢cao por 24 h ao soro de gestantes com
PE, aumenta os niveis de fosforilagdo de elF2a (p-elF2a), o que foi confirmado pela
razado p-elF2a/elF2a. Para identificar a dinAmica desta ativagado, utilizamos a
linhagem de células trofoblasticas HTR8/Sv-neo expostas ao soro por diferentes
periodos. Nossos dados mostraram que houve aumento na fosforilagao de elF2aq,
confirmando o poder indutor do soro PE. No entanto, esta indugdo nao seguiu a

dindmica esperada para comparacdo com os vilos coridnicos. A fosforilagdo de
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elF2a ocorreu nestas células apds 6 h de exposi¢cao ao soro PE e ndo se manteve
por 24 h como observado nos vilos coridnicos.

As diferencas entre o tempo de ativacao das células HTR8/Sv-neo e os vilos
coridnicos podem estar vinculadas a diferentes aspectos. Entretanto, o perfil destas
células placentarias oriundas de placentas precoces pode ter influenciado na
dindmica de ativacdo de elF2a, uma vez que o comportamento das células
trofoblasticas varia ao longo da vida placentaria. Neste contexto, estas células
podem apresentar mecanismos de protecao proprios para desvio dos caminhos de
morte celular, principalmente aqueles envolvidos com a ativagao da UPR.

A fosforilagao de elF2a resulta no bloqueio da tradugdo de novas proteinas
afim de reduzir os niveis de proteina no lumen do ER (Yung et al, 2008), mas
aumenta a tradugao seletiva de ATF4 para a indugdo de genes alvos da UPR.
Nossos resultados, no entanto, ndo mostraram aumento na expressao de ATF4 nos
vilos coriénicos tratados com soro PE. Este resultado poderia estar associado a uma
falta de ativacdo da via PERK ou uma ativacdo temporalmente diferente da
analisada em nosso estudo, o que necessitaria que outros fatores também ativados
por esta via (downstream) fossem analisados para alguma conclusao.

A analise da ativacdo de ATF4 nas células HTR8/Sv-neo, reforcou a
capacidade indutora de estresse ao RE do soro PE, mas mostrou um cenario
diferente do observado nos vilos coribnicos, com uma ativacao crescente em fungao
do tempo de exposi¢cao ao soro PE. Estudos recentes mostram que o ATF4 € um
fator-critico no crescimento e sobrevivéncia do cancer, uma vez que pode ativar
mecanismos anti-apoptoticos (Rozpedek et al., 2016). Em cancer de prostata foi
mostrado por analises protedmicas que a expressao de ATF4 aumenta assim como
de genes alvo deste fator de transcricdo, mediando processos de sobrevivéncia
tumoral (Pallmann et al., 2019). Esses dados sugerem que a via ativada por ATF4
€ seus genes alvos séo vitais para o crescimento de determinados tumores ou de
células que podem desviar o curso induzido de apoptose. Células HTR8/Sv-neo
simulam o perfil de células trofoblasticas extravilosas, com um potencial invasivo
muitas vezes comparado ao de tumores (Bischof e Campana, 2000; King et al.,

2000; Frank et al., 2001). Por outro lado, poucas séo as caracteristicas fenotipicas
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e funcionais compartilhadas entre estas células e o sinciciotrofoblasto, principal alvo
do soro materno nos vilos coridnicos. Desta forma, ndo € de todo surpreendente
que diferencas possam ser encontradas.

A ativacido de ATF4 nos vilos coridnicos tratados com soro PE, foi confirmada
na medida em que observamos aumento de expressao de genes associados a sua
agao nuclear: os genes GADD34 e CHOP. Os explantes apresentaram aumento
tanto na expressao de CHOP, um fator de transcricao que controla genes envolvidos
na apoptose, quanto na expressao de GADD34, que atua na desfosforilagao de p-
elF2a, permitindo que a traducéo proteica seja retomada, se a homeostase do RE
for restaurada (Brush, Weiser e Shenolikar, 2003; Burton e Yung, 2011). No entanto,
a regulagcdo dos destinos de sobrevivéncia e morte celular nos vilos, neste
experimento, nao foi estudado de forma direta, mas sim por meio da atividade
metabodlica e da viabilidade dos vilos expostos ao soro PE. Estes dados sao
consistentes com uma interferéncia na viabilidade celular, o que pode ter sido
ativado pela expressao aumentada de CHOP como observado em outros modelos
(Zinszner et al., 1998; Lorenzon-Ojea, 2016).

De modo geral, o efeito apoptdtico induzido pela via UPR ocorre quando as
fungdes do RE sdo gravemente prejudicadas em prol dos mecanismos funcionais
normais, o que ocorre pela ativacdo de proteinas essenciais como CHOP e
caspases associadas ao RE, entre outras (Rutkowski e Kaufman, 2004). O papel de
CHOP neste processo pode ser estimado em experimentos em que sua expressao
foi neutralizada ou sua atividade bloqueada, o que impediu as células de responder
ao estresse do RE com apoptose, confirmando seu papel como fator de transcricao
que regula genes envolvidos com a morte celular (Ferri e Kroemer, 2001; Bruhat et
al., 2000).

Como fator de transcrigdo, CHOP pode regular os genes pro e anti-apoptose
da familia Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), TRB3 (tribbles-related protein3), e o proprio
GADD34. Sob estresse, o CHOP regula negativamente a expressao dos genes anti-
apoptéticos da familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-X, Bcl-W), sensibilizando as células a
apoptose (McCullough et al., 2001). Esta correlagdo também foi mostrada em

experimentos com cardiomidcitos em camundongos CHOP-/-, em que apoés a
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inducao de estresse os niveis de Bcl-2 (anti-apoptose) sdo mantidos e o de Bax
(pré-apoptose) e caspase 3 estao reduzidos (McCullough et al., 2001).

As proteinas apoptéticas da familia Bcl2, quando ativadas em resposta ao
estresse de RE, liberam Ca?* no citosol, contribuindo para ativar a via intrinseca de
apoptose (McCullough et al., 2001). No entanto, o estresse prolongado também
pode induzir a produgado de espécies reativas de oxigénio via CHOP, por meio da
ativagdo de Erola (Endoplasmic reticulum oxidoreductin-1a) promovendo um
ambiente hiperoxidante que também leva a apoptose (Marciniak et al., 2004).

Se algum ou ambos os mecanismos de indugdo de morte celular via CHOP
estdo associados ao aumento de expressdo deste fator de transcricdo, com a
exposicao ao soro das pacientes com PE, sem duvida, necessita ser melhor
explorado no futuro.

A analise da exposicao do soro PE nas células HTR8/Sv-neo também mostrou
aumento desses fatores, mas em uma dinamica temporal diferente. Niveis
aumentados de CHOP foram observados apés 12 horas de exposig¢ao, diminuindo
apos esse periodo. Por outro lado, ao mesmo tempo que CHOP diminui, GADD34
acompanha a expressao de ATF4 e aumenta intensamente. Este equilibrio entre os
fatores que determinam a morte celular (inicialmente ativados) e a sobrevivéncia
(ATF4/GADD34, em uma fase mais tardia) sdo consistentes com os mecanismos
de resisténcia das células tumorais, inclusive face a ambientes hostis determinados
por quimioterapicos, por exemplo (Holohan et al.,, 2013). Mais uma vez, a
similaridade entre estas células e células invasivas tumorais pode ser mais do que
a capacidade invasiva de ambas. Ainda, estas células sdo dotadas de uma intensa
capacidade proliferativa, uma maquinaria que n&o esta presente no
sinciciotrofoblasto e que pode ser fundamental para determinar a forma como as
células reagem e se protegem ou nao de insultos.

As diferencgas, entretanto, com os vilos coridnicos sao dificeis de explicar com
base apenas em nossos experimentos. Mais um fator importante é o fato de termos
acompanhado a expressao dos fatores da via UPR nos vilos coribnicos, apenas em
um momento da exposicdo ao soro PE, o que pode ter gerado perdas das

modulagdes possiveis entre esses fatores ao longo do tempo. A via UPR é uma via
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de rapida acdo, de forma que os resultados observados nos vilos coribnicos, 24
horas apds o insulto com o soro PE, pode estar refletindo apenas o efeito
acumulativo da exposi¢ao com o soro PE, em que indugdo de morte (CHOP) e
tentativa de recuperacéo da homeostase (GADD34), ocorram em paralelo.

Assim como GADD34, outra via que pode indicar a recuperagao da
homeostase na UPR ¢ a ativacao da via IRE-1 por meio do processamento (splicing)
do RNAm de XBP1. Este RNA codifica um fator de transcricdo que ativa genes
codificadores de chaperonas e componentes do sistema de degradagdo das
proteinas mal enoveladas (ERAD, ER-associated protein degradation), para
proteger as células da morte por apoptose induzida pelo estresse de RE (Yoshida
et al., 2001; 2007). No entanto, no tempo de exposicdo ao soro PE, ndo houve
aumento de expressao desse RNAm, o que sugere que essa via nao foi ativada.
Por outro lado, o delineamento experimental utilizado neste estudo ndao permite
estimar se tempos curtos ou mais prolongados de insulto ao RE poderiam alterar
essa resposta. Avaliagdes mais tardias, entretanto, ndo sido possiveis com
explantes placentarios de placentas a termo, uma vez que por serem fragmentos de
tecido, apresentam um tempo limite para seu uso, com um decaimento de sintese
apo6s 48 h de cultivo (James, Stone e Chamley, 2005). A alternativa de utilizarmos
vilos de 1° trimestre que apresentam longevidade em cultivo por semanas, nao é
uma prerrogativa ética em nossa realidade.

Nossos resultados obtidos com a exposi¢ao de vilos coribnicos ao soro PE
corrobora em parte dados obtidos de analises da via UPR em placentas de
pacientes com PE grave associada a restricdo do crescimento fetal (Yung et al.,
2008). Como nas placentas cultivadas com o soro de pacientes com PE, esses
autores observaram aumento no p-elf2a e de CHOP, mas também de sXBP1. Os
autores sugeriram que na PE ha uma ativagao global da UPR, associada a inibicao
da sintese proteica e reducao da proliferacéo celular, modificacbes pos-traducionais
no lumen do RE e, alteracbes nas secregdes placentarias de fatores autdcrinos,
paracrinos e enddcrinos. Portanto, levando a uma condi¢ao limite que pode

comprometer o desenvolvimento placentario e fetal, observada nesses pacientes.
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Em um estudo recente, Mochan et al. (2019) mostraram que niveis reduzidos
de VEGF podem ter influéncia sobre o estresse do RE em células trofoblasticas.
Estes autores submeteram células trofoblasticas da linhagem BeWo, derivadas de
coriocarcinoma, ao tratamento com soro de mulheres com PE em concentracoes
variadas (125-150 pg/mL) de VEGF enddégeno ou com soro suplementado com
doses maiores de VEGF recombinante (250 pg/mL). Redugédo nos marcadores de
estresse de RE (GRP78, elF2a, XBP1, ATF6 e CHOP) foi obtida apds o tratamento
com soro suplementado com VEGF recombinante. O VEGF participa da regulagao
da sobrevivéncia, proliferagao, migragao e diferenciagdo das células trofoblasticas
(Lala e Nandi, 2016), o que aparentemente contribuiu também para amenizar a
resposta via UPR. Apesar de nao termos realizado esta avaliagdo nas gestantes
que participaram deste estudo, ja € conhecido que gestantes com PE apresentam
niveis reduzidos de VEGF (Chung et al., 2004), o que corrobora os achados de
Mochan e colaboradores em relagcdo aos ensaios nao suplementados com VEGF.
Este estudo, publicado recentemente, nos remete a necessidade de avaliar os
niveis de VEGF nas nossas pacientes com PE (soro PE), e avaliar a produgao de
deste fator pelos vilos coridnicos nesta situacdo. Uma possibilidade € que, além da
reducao de expressao de PIGF, a expressao de VEGF também tenha sido afetada
pelo soro PE.

Nao menos importante, porém mais desconhecido, é a expressdo de SDF2.
Estudos recentes mostram que o SDF2 faz parte de um grupo de proteinas
associadas a resposta ao estresse de RE e suas vias de sinalizagdo vinculadas
(Lorenzon-Ojea et al., 2016; 2020). A expressao de SDF2 é aumentada apés
ativacado da UPR e seu silenciamento acarreta em um desequilibrio dos marcadores
de sobrevivéncia/apoptose em células trofoblasticas, associadas ao braco PERK da
UPR (Lorenzon-Ojea et al., 2016). A expressao de SDF2 em placentas de mulheres
com pré-eclampsia grave € aumentada, assim como em um sistema in vitro de
hipéxia/reoxigenagao, utilizando linhagens de trofoblasto. Outras condi¢des
gestacionais como o trabalho de parto a termo e condigdes hiperglicémicas (diabete
melito gestacional), também acarretam no aumento da expressdao de SDF2

(Lorenzon-Ojea et al 2020; 2021). De uma forma geral, ha uma associagéo da
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expressdo de SDF2 com o aumento da secrecdo de citocinas proé-inflamatérias,
como ocorre nas condigdes de pré-eclampsia grave, trabalho de parto e diabetes
gestacional (Lorenzon-Ojea et al., 2020; 2021).

Nossos resultados mostram aumento na expressao génica e proteica do SDF2
frente a exposicéo ao soro PE tanto nos explantes oriundos de placentas saudaveis
como nas células HTR-8/Sv-neo. Nos explantes, o aumento da expressao proteica
de SDF2 apds tratamento com soro de mulheres diagnosticadas com pré-
eclampsia, corrobora com os resultados publicados anteriormente, que avaliou a
expressao de SDF2 em placentas de mulheres com pré-eclampsia grave (Lorenzon-
Ojea et al., 2020). Além disso, nossos resultados também mostram um aumento da
expressao génica de SDF2, que ocorre concomitante ao aumento da expressao
génica de CHOP e GADD34, como discutido anteriormente. Na linhagem HTR-
8/Sv-neo, a expressdo génica de SDF2 também se mostrou aumentada apos
periodo de 24 h, semelhante ao padrao do apresentado por ATF4. O fator ATF4,
assim como GADD34 e CHOP sao ativados pelo brago PERK da via UPR. A
expressao de CHOP, porém, nao é exclusiva da via PERK, podendo ser ativado
pelas vias IRE1 e ATF6 (Li et al., 2014). Em conjunto com os resultados de
expressao génica de SDF2 nos explantes, nossos resultados podem sugerir uma
relagdo da ativagcdo da via PERK com o aumento da expressao génica de SDF2,
assim como sugerido anteriormente que a expresséao proteica de SDF2 é regulada
por este bragco da via UPR (Lorenzon-Ojea et al., 2017). A expressao proteica de
SDF2 também se mostrou aumentada nas culturas de células trofoblasticas HTR8-
SV-neo apods periodo de 12 e 24 h. Esses resultados mostram uma ativagédo da
expressdo de SDF2 em um momento imediatamente posterior do aumento da
expressao de p-elF2a (6 h), fator que inibe a sintese global de novas proteinas, mas
que permite a tradugdo seletiva de algumas proteinas, como o fator de
transcricido ATF4.

Em um estudo anterior, realizado por nosso grupo, o silenciamento de SDF2
interferiu na expressao de alguns dos fatores de estresse de RE com uma
antecipacao da expressao de GRP78, aumento na expressdo de CHOP e

diminuicdo na producao de caspase3/ATP indicando um papel desta proteina no
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controle da sobrevivéncia/apoptose da resposta ao estresse de RE do trofoblasto
(Lorenzon-Ojea,2014; 2016). Os resultados aqui apresentados mostram uma
relacdo semelhante onde a expressao de CHOP pode ser associada a niveis mais
altos de SDF2. Embora a expressao de SDF2 seja mais baixa nas células BeWo
tratadas com tunicamicina (indutor de estresse de RE pelo bloqueio de N-
glicosilagbes), podemos considerar que os mecanismos de ativagao da UPR sao
diferentes nessas situagdes, ja que nos experimentos anteriores, o efeito da
exposicao aguda a tunicamicina foi observada por uma queda ap6s 6 h e posterior
recuperacao dos niveis proteicos apos 24h em células trofoblasticas BeWo, uma
linhagem trofoblastica de coriocarcinoma. Nestes experimentos avaliamos o efeito
do soro de mulheres com pré-eclampsia, com a premissa de que os fatores pro-
inflamatdrios presentes exacerbadamente nessa condicdo possam desencadear,
de forma distinta que o farmaco tunicamicina, a via de estresse de RE. Além disso,
as diferengas biolégicas entre os explantes coridnicos e células trofoblasticas
derivadas de placentas de primeiro trimestre (HTR-8/Svneo) em relagao as células
derivadas de coriocarcinoma (BeWo), podem justificar diferentes mecanismos para
lidar com estimulos de morte e apoptose. De qualquer forma, as consequéncias dos
diferentes insultos e como o SDF2 é modulado em qualquer uma dessas condicdes
ainda sao desconhecidas.

Em suma, corroboramos com a hipétese de que o SDF2 esta associado a
regulagao de sobrevivéncia/apoptose, com o aumento de sua expressao génica e
proteica em uma condi¢cdo de baixa viabilidade celular e com o aumento de outros
fatores da via de estresse que indicam um desbalango nesta regulagao (CHOP). No
entanto, essa hipbtese precisa ser melhor explorada em outros p

experimentais especificos.



9 CONCLUSOES
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A partir dos ensaios realizados neste estudo, pudemos concluir que o soro de

mulheres com pré-eclampsia:

Reduz a atividade metabdlica e a viabilidade celular nos explantes coribnicos
e nas células trofoblasticas da linhagem HTR-8/Sv-neo, indicando uma interferéncia

negativa sobre estas células.

Possui fatores capazes de desencadear estresse no reticulo endoplasmatico
das células dos vilos coridénicos provenientes de gestacdes saudaveis e em células
trofoblasticas da linhagem HTR-8/Sv-neo, sugerindo que este soro interfere com a

homeostasia destas células.

Ativa uma reposta ao estresse de RE (UPR) via o sensor PERK, que se reflete
por um lado na expressdo de GADD34, o que indica uma tentativa de

restabelecimento da homeostasia celular.

Também induz uma resposta da via UPR mediada por SDF2 e CHOP, o que
sugere um destino voltado a morte celular e, portanto, de destruicao de células com

sistema de sintese incapaz de ser regenerado pela injuria causada pelo soro PE.

Em conjunto, nos ensaios in vitro realizados neste estudo, o soro de gestantes
com PE comprometeu a homeostasia dos vilos coribnicos (células trofoblasticas)
sugerindo que in vivo, mecanismos semelhantes podem estar ocorrendo nas

gestantes com PE.
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