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RESUMO

OBJETIVO: avaliar as citocinas pro-inflamatérias de RNs destantes que
apresentaram pré-eclampsiMETODOS: foi realizado um estudo exploratério
translacional com 15 gestantes com pré-eclampsidtidds no pré-parto do Centro
Obstétrico (IMIP) e as amostras de sangue de cotdébilical neonatal foram
processadas no Laboratério de Pesquisa TranslaciMiP). A casuistica
compreendeu 15 RNs e 15 controles (criancas saisddenores de 3 anos e idade).
Foi coletado sangue do corddo umbilical dos RNenge periférico dos controles, em
tubos com anticoagulante EDTA e dosadas as wéegiro-inflamatérias utilizando o
kit BD ™ CBA — Human inflamatory(IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNFe) por
citometria de fluxo. A concentragéo de IL-17A faterminada por ELISA. Os dados
foram analisados pelGraphPad Prim§ 6. Utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Mann-whitney para analise entre os grup@ESULTADOS: os RNs apresentaram
niveis seéricos elevados de citocinas IL-8 (p< 0]900L-10 (p=0,0006), IL-17A
(p=0,0003) e IL-6 (p= 0,002) quando comparados aostroles saudaveis.
CONCLUSAO: os RNs tém maturacéo do sistema imune desde ietoadémonstrada
pela capacidade de producéo de citocinas apogansifilamatério e hipertensivo da
pré-eclampsia na gestacao.
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ABSTRACT

OBJECTIVE : to evaluate pro-inflammatory cytokine of newl®of pregnant women
who had preeclampsia during pregnand=THODS: we performed a translational
exploratory study with 15 pregnant women with ptaepsia admitted in the Obstetric
Center (IMIP) and blood samples of neonatal umdlilicord were processed in the
Translational Research Laboratory (IMIP). Sampla®prised 15 RNs and 15 controls
(healthy children under 3 years old). Umbilical ¢oblood was collected from
peripheral blood of newborns and controls, in EDaiticoagulant tubes, and assayed
proinflammatory cytokines using BD TM CBA Kit - Huan inflammatory (IL-B, IL-6,
IL-8, IL-10 IL-12 and TNFe) by flow cytometry. Concentration of IL-17A was
determined by ELISA. Data were analyzed by GraphPaths® 6. Nonparametric
Mann-Whitney test was used for analysis betweenggdRESULTS: newborns had
elevated serum levels of cytokine IL-8 (p <0.000L},10 (p = 0.0006), IL-17A (p =
0.0003) and IL-6 (p = 0.002) when compared to hegaltchild controls.
CONCLUSION: RN immune system undergoes prior intrauterine unadion
demonstrated by the ability to produce inflammatoytokines against an inflammatory
and hypertensive insults in preeclampsia duringmaacy.
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1. INTRODUCAO
A pré-eclampsia € uma sindrome hipertensiva inftariea sistémica, principal

causa de morte obstétrica direta no mundo e umeadsss importantes de mortalidade
perinatal®. Caracteriza-se pela associacdo de hipertensdmteingiria durante a
gravidez, em geral, ap6s a 202 semana de ge$tac&d aumento da pressdo arterial
acomete todo o sistema vascular corporal com efaieletérios em oOrgdos-alvo,
principalmente o ocular, hepatico, pulmonar, reealcerebral materno, além do
comprometimento fetal

A etiopatogenia da pré-eclampsia ndo esta bemresitla. Sabe-se que existe a
deficiéncia na segunda onda de migracao trofobkastas artérias espiraladas maternas,
que resulta em aumento da resisténcia vasculaermiata, menor perfusdo sanguinea
feto-materno, o que leva a lesbes no endotélio Wasaque liberam marcadores
inflamatérios, como as citocinas Tem sido descritos ainda, alteracdes no perfil
lipidico™, ativacéo leucocitarty aumento do stress oxidatife aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nas mulheres com p@vgudia. Gestacbes complicadas
pela pré-eclampsia, apresentam risco elevado denoréd, restricdo de crescimento
fetal intrauterino e parto premattito

Entretanto, muitos estudos tém sido realizadogaasntes com pré-eclampsia,
todavia, as repercussfes no sistema imune dos ‘e&sridos nascidos (RNs) em
gestacoes complicadas pela pré-eclampsia aindéatemas na literatura. Por sua vez,
0s RNs apresentam populacdes celulares bem defisidancionalmente ativas, com
capacidade de liberar citocinas frente a estimaloggénicos infecciosos ou néo
infecciosos. Alguns autores também relataram o atorde linfocitos T em RNs com
producéo de interferon gama (IRf)\e interleucina 8 (IL-8}*. A IL-8 é uma citocina

encontrada em elevados niveis no inicio da vida, ftuncdo é promover a ativacéo de



neutrofilos e ampliar o processo inflamatorio iaicsendo uma das primeiras linhas de
defesa do organismid

Devido a escassez na literatura de trabalhos cal@ava producéo de citocinas
em RNs de maes com pré-eclampsia, a prevalénciadelede pré-eclampsia nas
gestantes no Bra$i| portanto, o presente estudo teve como objetiatiaaas citocinas
pré-inflamatérias no corddo umbilical de RNs cuja@ies apresentaram pré-eclampsia
durante a gestagao.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Tipo de Estudo

Foi realizado um estudo exploratério, analitidcaeslacional.
2.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no pré-parto do Centro Qbsté e Laboratorio de
Pesquisa Translacional do Instituto de Medicineedral Prof. Fernando Figueira
(IMIP) no periodo de Agosto de 2014 a Junho de 2015
2.3 Casuistica

Recém-Nascidos (RNs)a casuistica compreendeu um total de 15 RNs de
mulheres com diagnadstico clinico de pré-eclampgrartte a gestacgao.

Controles saudaveis:foram incluidos 15 criangas saudaveis com idad@lde
més a 3 anos, sem sinais clinicosrdecc¢do ou de internamento nos ultimos 30 dias,
hospitalizadas no IMIP para realizagdo de cirugjetiva de pequena complexidade

como hérnia umbilical, fimose, entre outros.



2.4 Amostragem

Esse estudo compreendeu 15 RNs, nascidos entrd@3&manas gestacionais,
de parto cesariano, sendo 10 do sexo femininongaSculino, e em sua maioria com
peso maior que 2000g.

2.5 Critérios elegilibilidade

Critérios de Inclusdo: gestantes com diagndstico de pré-eclampsia irtasna
no IMIP, sem antecedentes de hipertensdo. Osiasitétilizados para o diagndstico
clinico de pré-eclampsia foram a deteccdo de pressgerial 240/90 mmHg e
proteindria ®.3g ou >+/+3 de proteindria nas gestantes.

Critérios de exclusdo:gestantes com doencgas autoimunes, gestacao edtpl
com impossibilidade de avaliar sua participacdopeaquisa (em coma, disturbios
psiquiatricos, entre outros), imunodeficiénciasnquositividade soroldgica para o virus
da imunodeficiéncia humana 1 e 2 (HIV 1 e 2),isi#/ou com sintomas clinicos de
infeccao.

2.6 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pissgdo IMIP sob o No.
CAAE: 29385614.1.0000.5201. Todas as mulheres assinagamoTlde Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) de acordo com a Resaulfz6/2012.

2.7 Amostra bioldgica

Toda coleta de amostra biolégica foi realizada edo tcontendo anticogulante
tipo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Bfacutainer ®). Foram coletados 12
mL de sangue de corddo umbilical clampeado apdsisip fetal no parto e 4 mL de
sangue periférico de controles saudaveis. Todosulbss foram processados para

separacao do plasma.



2.8Determinagédo da concentragdo de citocinas inflamag

A concentracdo das citocinas foi determinada nenpdade RNSs, utilizando o kit
BD ™ CBA —Human inflamatory(IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNFe), segundo
as instrucdes do fabricante. A aquisicdo foi real no citdmetro de fluxo BD
Facsversé (BD Biosciences, CA). As andlises foram realizadasprograma FCAP
Array (BD Biosciences, CA) e os valores expressogg/mL.

A concentragdo da citocina IL-17A foi determinagar enzyme-linked
immunosorbent assayELISA), utilizando oHuman IL-17 Duoset ELISAR&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), conforme instruc@kes fabricante A leitura da
absorbancia foi realizada no leitor de placa HunaalRee HS (Human, Wiesbaden,
Germany). A curva foi calculada através do progr&@maphpad Prisrfi 6 (Graphpad

Software Inc., EUA) e as concentracOes expressgséami_.

2.9 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados no prografephPad Prisfi 6 (GraphPad
Software, California, USA). Para a andlise esiatisentre os grupos de controles
saudaveis e RNs, foi utilizado o teste ndo paraceétde Mann-whitney sendo

considerados significativos os valores de p <0,05.

3. RESULTADOS
Verificou-se que os RNs apresentam niveis sérims@os de citocinas IL-8 (p<
0,0001), IL-10 (p=0,0006), IL-17A (p=0,0003) e IL{= 0,0020) quando comparados
aos controles saudaveis. Ndo houve diferenca gitatiquanto aos niveis de IB;1
TNF-o e IL-12p70 entre os grupgbigura 1). Os valores de mediana e dos percentis
(25-75) das citocinas estao apresentadobatela 1 Nao houve deteccao de niveis de

IL-1B nas criancas saudaveis.



Tabela 1. Concentracdo sérica de citocinas

criancas saudaveis

inflamatérias nfpy/ dos

recém-nascidos e

Citocinas Controles (n=15) RNs (n-15)
Mediana Mediana P
Po/mt (IQR%) (IQR*)
IL-1p N (fé?é a3 #
-6 (0.%-81,4) (1,1’-2,5) 0,002
I8 (2,%-2,1) (11,35-’;10,3) <0,0001
IL-10 (o,g’-?é, 2 (0,(1313;,8) 0,0006
IL-12p70 (0’513'_2’8) (0’14?25, 0 0,6407
TNF-a (079?7'5_31’ 2 (0’04_715’ 5) 0,6745
IL-17A : ) 3 (33-%3, 3 0,0003

*|QR - intervalo interquartil (25 — 75) **NI — niveiindetectaveis # Né&o foi possivel analise esizist
Foram considerados significativos, valores de F08.0Andlise estatistica entre os grupos (Mann WeéyHJ test).

Figura 1. Analises das concentracdes séricas (pg/mL) deicéts IL-6, IL-8, IL-10 e IL-17A
dos RNs (n=15) e controle saudaveis (n=15).
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*Foram considerados significativos, valores de@05. Andlise estatistica entre os grupos (Manmivéy U test).
**As citocinas TNFe e IL-12p70 né&o foram representadas na figura p@o houve diferenca estatistica entre os

grupos



4. DISCUSSAO

A pré-eclampsia é um processo inflamatorio sisténmediado por citocinas
inflamatorias, porém, a maioria dos estudos em warmgeriférico materno, sendo
escassos 0s em sangue de RNs coletados a padard&@o umbilicdl’™®. O sistema
imune do RN passa por uma transicdo do ambiendelgsira o meio externo rico em
antigenos, ja foi evidenciado que suas células isfegras e funcionais quando
estimuladain vitro. Alguns autores demonstraram que RNs pré-termaogdios
apresentam ferramentas adequadas para ativar asta&spnune contra antigenos
estranho®, dependendo do estimulo do nf&fd:

As células T efetoras sdo classificadas de acooto o perfil de citocinas
produzidas. As células Thl produzem liN-interleucina (IL)-2 e atuam na resposta
imune celula®?® Por sua vez as células Th2, produzem e secrétdmiL-5, IL-6, IL-

10, IL-13 e estdo envolvidas na resposta imune halneonos processos alérgicos por
meio da sintese de anticorpos &, como também na imunoregulacéo, sendo as
células Th17 produtoras de IL-17A e IL-6 e presen&@s doencas autoimuffed.

Os RNs de mulheres com pré-eclampsia na gestag@&seaparam elevados
niveis de citocinas pré-inflamatérias e as do fipd7, enquanto RNs de mulheres com
gestacOes saudaveis apresentam uma resposta efetgra Th2. Isso sugere que a pré-
eclampsia pode estimular uma resposta inflama¢daaerbada nos RNs.

Nesse sentido, foi relatado que RNs pré-termossaptam elevados niveis de
IL-6 e TNFua e estd relacionada a susceptibilidade a displbsi@copulmonar
crénic&>. Como também na sepse neonatal, foi relatadagdsniveis de IL-6,

TNF-0, e IL-1p%°,
Alem disso, sabe-se que o0 aumento de niveis dedlH817A promovem o

recrutamento e ativagdo de neutrofilos para osldecicom elevadas chances de danos



teciduais. A IL-8 é uma quimiocina atraente de riilbs, ela ja tem sido relatada na
literatura como uma das primeiras citocinas libasador RNs, tendo como funcéo a
defesa contra patdégenos, quando os mesmo sdo ex@mstambientd Verificou-se
aumento significativo dessa citocina nos RNs dehames com pré-eclampsia na
gestacdo e pode esta relacionada resposta inflaanaigrsistente, contribuindo para
disfuncéo endotelidl. Alguns autores relataram que o nivel elevadéLe® no RNs
esta relacionado com o aumento na producdo deiesp@ativas de oxigénio e no
tempo de meia-vida dos neutrdfilos, o que leva gumesso inflamatério prolongado,
com liberacdo de enzimas que degradam a matrizediadiosendo um importante fator
nos RNs de mulheres com pré-eclanfisia

Em contrapartida, o presente estudo evidenciouaeétess niveis de citocinas
imunoreguladoras IL-T) o que sugere um mecanismo de compensacdo émaist
imune do RN na tentativa de diminuir a respostdaimétoria causada durante a
gestacao.

5. Concluséo

Conclui-se que os RNs apresentam maturidade demsistmune intradtero
demonstrada pela capacidade de producdo de ckodamflamatorias em situagcdes
adversas como a pré-eclampsia durante a gestae#@.uma melhor andlise ser
necessario aumentar o tamanho amostral de RNsagasags grupos de pré-termo e
termo. E importante ressaltar que as alteracdesnéiadas nos niveis de mediadores
inflamatorios podem esta relacionadas com o auméasochances de 6bito fetal na

gestante com pré-eclampsia.
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