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RESUMO

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

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

Resultados: A atividade metabdlica dos explantes placentarios nao foi afetada
pelo tratamento sérico materno. Os explantes de placentas saudaveis tratados
com soro PE aumentaram em duas vezes a relacdo IL-1f3: IL-10 e, tiveram
aumento da expressdo génica e protéica de sFlt-1 (p = 0,005; p = 0,008,
respectivamente) e diminuicdo da expressdo génica e protéica de PIGF (p
<0,05; ambos). O tratamento de explantes PE com soro saudavel mostrou uma
diminuicdo de 3,5 vezes na relacdo IL-1 B: IL-10, expressao elevada de PIGF
(gene e proteina, p <0,001) e SFLT-1 (expresséao proteica, p <0,05).
Conclusao: Explantes vilosos de gestantes saudaveis alteraram seu
comportamento em fungdo do ambiente PE, mimetizando essa condig&do. Os
explantes de placentas PE foram mais resistentes a mudancas, mostrando um
perfil inflamatério atenuado e um aumento da expressdo de PIGF, mas néo
reduziram a expressdo de sFLT-1, como a encontrada em condi¢cdes
saudaveis. Esses dados enfatizam a plasticidade da interface materno-fetal e a
possibilidade de um circuito de auto-alimentacdo resultante de proteinas
circulantes interferindo na fisiologia placentaria, o que pode ser um fator de
agravamento in vivo, nas mulheres com PE.

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



ABSTRACT

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

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

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

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

Keywords: Placenta, Preeclampsia, sFlt-1, PIGF, inflammatory cytokines



1. Introducéo



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

literatura sobre a PE.

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

placenta na circulacdo materna.

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

banhados pelo sangue materno durante a gestacdo. Com base nas evidéncias



descritas, notamos que esta area na literatura € muito rica, com a preocupacao
de avaliar a deficiéncia na invasdo vascular por parte do trofoblasto e a
participacdo destas células na composicdo de fatores presentes no soro,

correlacionando-os a disfuncdo endotelial, aos quadros de hipertenséo

gestacional e a instalagdo da PE.

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

vasos arteriais uterinos.

7

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

agravamento da PE nas células trofoblasticas.



8. CONCLUSOES



Nossos resultados nos permitiram concluir que:

i)

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

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

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