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Aumento dos niveis do receptor soluvel da Interleucina-6 em pacientes
com pré-eclampsia em relacio a gestantes normotensas

Increased levels of the soluble receptor of interleukin-6 in patients with
preeclampsia compared to normotensive pregnant women

Marta Ribeiro Hentschke', Luiza Silveira Lucas’, Bruna Krauspenhar?, Raisa Perdomo Felix?,
Alex Oliboni Sussela?, Francine Berlesi’, Carlos E. Poli-de-Figueiredo*, Bartira E. Pinheiro da Costa’

! Médica, doutoranda do Programa de Pos-Graduagdo em Medicina e Ciéncias da Satide da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
(PPGMCS-PUCRS). Porto Alegre, RS.

2 Académicos da Faculdade de Medicina da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (FAMED-PUCRS). Porto Alegre, RS.

* Farmacéutica, mestranda do PPGMCS-PUCRS. Porto Alegre, RS.

4 Médico Nefrologista. Doutor pela University of Oxford, Inglaterra. Professor Titular do Departamento de Medicina Interna da FAMED-PUCRS
¢ do PPGMCS-PUCRS. Chefe do Servigo de Nefrologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Porto Alegre, RS.

 Doutora em Ciéncias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Professora Adjunta do Departamento de Medicina Interna da FAMED-PUCRS
e do PPGMCS-PUCRS. Coordenadora da Comissao Cientifica da FAMED-PUCRS. Porto Alegre, RS.

Estudo realizado com apoio da Fundag¢ao de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS), do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

RESUMO

Objetivos: Comparar niveis plasmaticos do receptor solivel da interleucina-6 (IL-6sR) entre gestantes normotensas e
com pré-eclampsia.

Métodos: Realizou-se coleta de sangue materno no periodo pré-parto de 21 pacientes com pré-eclampsia e 39 controles
normotensas. As amostras foram armazenadas a menos 80°C até a analise laboratorial. Os niveis séricos de I1L-6sR
foram mensurados através do teste imunoenzimatico ELISA. Para comparar os grupos foi utilizado teste t de Student.
Consideraram-se significantes os resultados com P menor do que 0,05.

Resultados: Os dados de gestantes com pré-eclampsia e gestantes normotensas, respectivamente, foram: idade materna
22,344,8 vs 26,043,7 anos (P=0,006); idade gestacional 32,7+5,8 vs 40,1+0,8 semanas (P=0,01); pressao arterial sistolica
143,0£2,2 vs 118,8+3,1 mmHg (P=0,01); pressdo arterial diastolica 112,5+4,0 vs 77,2+10,2 mmHg (P=0,01); acido trico
5,87+1,10 vs 4,57+0,12 mg/dL (P=0,02); creatinina 0,82+0,12 vs 0,73+0,09 mg/dL (P=0,01); peso do recém-nascido
2.130,7£839,3 vs 3.555,0+261,0 gramas (P=0.01) e peso da placenta 621,3+167,0 vs 796,3+154,2 gramas (P=0,05).
A relagdo proteintria/creatininuria no grupo das pacientes com pré-eclampsia foi de 2,40+1,31. O valor de IL-6sR
(ng/dL) na pré-eclampsia foi 28,7+10,8 vs 16,5+6,4 na gestante normotensa (P=0,01).

Conclusdes: Estes resultados mostram o aumento dos niveis plasmaticos do IL-6sR em pacientes com pré-eclampsia,
em relacdo a gestantes normotensas. Mais estudos se mostram necessarios para o esclarecimento da fisiopatologia desta
entidade, como a analise de outras citocinas ligadas a esse receptor, visto que elas podem ser a chave para a resposta
inflamatoéria sist€émica que ocorre nestas pacientes e, portanto, para o seu tratamento.

DESCRITORES: PRE-ECLAMPSIA; RECEPTORES DE INTERLEUCINA-6; INFLAMACAO

ABSTRACT

Aims: To compare Interleukin-6 soluble receptor (IL-6sR) plasmatic levels between normotensive pregnant controls
and preeclamptic women.

Methods: Maternal blood samples were collected before delivery from 21 patients with preeclampsia and 39 normotensive
pregnant controls. Samples were stored at -80°C until laboratory assay. IL-6sR was measured by ELISA enzyme
immunoassay. To compare groups Student’s ¢ test was used. Results with P less than 0.05 were considered significant.
Results: Data from preeclampsia and normotensive pregnant controls were respectively: maternal age 22.3+4.8 vs
26.0+3.7 years (P=0.06); gestational age 32.7+5.8 vs 40.1+£0.8 weeks (P=0.01); systolic blood pressure 143.0+£2.2 vs
118.8+3.1 mmHg (P=0.01); diastolic blood pressure 112.5+4.0 vs 77.2+10.2 mmHg (P=0.01); uric acid 5.87+1.10 vs
4.57+£0.12 mg/dL (P=0.02); creatinine 0.82+0.12 vs 0.73+0.09 mg/dL (P=0.01); birth weight 2130.7+839.3 vs
3555.0£261.0 g (P=0.01); placental weight 621.3£167.0 vs 796.3£154.2 g (P=0,05). Proteinuria over creatininuria
ratio in the preeclampsia group was 2.40+1.31. The concentration of IL-6sR (ng/dL) was 28.7+10.8 in preeclampsia vs
16.5+6.4 in normotensive pregnant controls (P=0.01).

Conclusions: These results show an increased plasma levels of IL-6sR in patients with preeclampsia compared to
normotensive pregnant women. More studies are necessary to clarify the pathophysiology of this entity, including the
analysis of other cytokines linked to this receptor, due to the fact that they can be the key for the systemic inflammatory
response that occurs in these patients and therefore for their treatment.

KEY WORDS: PREECLAMPSIA; RECEPTORS, INTERLEUKIN-6; INFLAMMATION.
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INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) ¢ uma sindrome especifica da
gravidez humana que ocorre apds a vigésima semana
de gestacao e ¢ caracterizada por hipertensdo (niveis
tensionais acima de 139 mmHg de pressao sistolica
e 89 mmHg de pressao diastolica) e proteintria
patolodgica (=300 mg/24h), em mulheres previamente
normotensas.! Essa patologia ¢ uma das principais
causas de morte materna, sendo responsavel por cerca
de 3% a 8% da morbidade e mortalidade de gestantes
em todo o mundo.?>? Além disso, a PE aumenta a
chance de parto prematuro, podendo, dessa forma,
causar complicagdes perinatais.*>¢

A etiologia da PE ainda ndo esta bem estabelecida,
entretanto muitos estudos tém apontado a placenta
como a principal responsavel pelas manifestagdes dessa
condigdo, ja que o parto ¢ a Uinica cura para a PE.” Em
contraste com uma gestacdo normal, na PE ocorre uma
hipoperfusao uteroplacentaria, podendo levar a hipdxia
tecidual e isquemia placentaria. Nesse processo, ha libe-
racdo de diversos mediadores inflamatorios, além de
marcantes alteracdes hemodindmicas, responsaveis
por um desequilibrio entre fatores vasodilatadores e
vasoconstritores, levando a um aumento da resistén-
cia vascular periférica e da pressdo arterial sisté-
mica das gestantes.®® Um dos principais mediadores
inflamatorios envolvidos nesse processo € a Interleucina
(IL)-6, um mediador sintetizado por fagdcitos mono-
nonucleares, células endoteliais e fibroblastos em resposta
a estimulos inflamatoérios. IL-6 tem sido descrita alte-
rada em mulheres com PE.!*!! Estudos experimentais
também apresentaram alteracdes nessa citocina.'?

Diferentes receptores sdo necessarios para que
a IL-6 realize sinalizac¢des intracelulares: o receptor
de IL-6 (IL-6R), expresso na membrana plasmatica
de células especificas, como hepatocitos e alguns
leucocitos;'® uma forma soluvel desse receptor da
IL-6, (IL-6sR), presente em fluidos corporais; e
a proteina transmembrana transdutora de sinal, o
gp130. IL-6sR forma um complexo soluvel com a
citocina IL-6 (IL-6sR/IL-6) que se liga diretamente
ao gp130 da membrana plasmatica em células em que
ndo ha expressiao do receptor de superficie IL-6R,
em um processo conhecido como trans-sinalizagao.
Esse processo permite que células inicialmente
irresponsivas a IL-6 (pela falta do IL-6R ligado a
membrana) respondam ao complexo que esta presente
em respostas inflamatoérias.'* Estd demonstrado também
que o IL-6sR pode atuar como transportador da IL-6,
aumentando a meia-vida dessa citocina, o que levaria o
IL-6sR a aumentar a sinalizagdo da IL-6, funcionando
como um agonista da mesma.'*
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Visto que a PE esta associada a uma exacerbacgao
da resposta inflamatoria, nossa hipotese é de que, assim
como ocorre um aumento de mediadores inflamatdrios
como IL-6, a elevacdo dos niveis circulantes do seu
receptor soluvel IL-6sR também devera ocorrer.
Desse modo, o objetivo deste trabalho ¢ comparar os
niveis plasmaticos de IL-6sR entre gestantes com PE
€ normotensas.

METODOS

Foi conduzido um estudo transversal em gestantes
que receberam atendimento obstétrico no Hospital
Sao Lucas da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (HSL/PUCRS). O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP-671/11) e
todas as gestantes consentiram em participar.

Foram analisadas coletas de 60 gestantes, sendo
21 com PE e 39 normotensas. A PE foi diagnosticada
de acordo com as recomendacdes do National High
Blood Pressure Education Program Working Group on
High Blood Pressure in Pregnancy e das VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensao.!'® Pacientes com historico
de diabetes mellitus, doencas renais, hepaticas e
infecciosas, polidramnio, gestacdo multipla, ruptura
prematura de membranas e normotensas com 1+ ou
mais de proteina no exame qualitativo de urina, foram
excluidas. Proteintria foi quantificada apenas em
gestantes com PE.

No periodo pré-parto foram coletados 4 ml
de sangue materno em tubo Vacutainer® (Becton
Dickinson & Company, New Jersey, Estados Unidos)
contendo acido etileno diamino tetra-acético (EDTA).
A amostra foi centrifugada a 1,000 g por 10 minutos,
e o plasma armazenado a -80°C até posterior analise
laboratorial.

Parametros maternos e fetais, como idade materna,
idade gestacional obstétrica, tipo de parto, raca,
pressao arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD),
peso materno, glicemia de jejum, indice de massa
corporea (IMC) ajustada a idade gestacional,'” peso
do recém-nascido, peso da placenta, percentil de peso
fetal e indice de Apgar no 1° e no 5° minuto, foram
comparados entre as pacientes com PE e normotensas.

A concentragdo de IL-6sR no plasma materno
foi mensurada através do teste imunoenzimatico de
ELISA (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN-USA),
em duplicata. O ensaio foi validado para dosagem de
plasma, alcangando um fator de diluicdo de 1:128 em
reagente diluente. O coeficiente de variacdo intra e
interensaio foi de 5-10%, e 12%, respectivamente.

O protocolo para avaliacdo da concentragao de
IL-6sR foi realizado conforme orientagoes do fabri-
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cante. Brevemente, placas de ELISA foram sensibi-
lizadas com antigeno IL-6sR; as lavagens foram reali-
zadas com Tween® 20 0,05%; o bloqueio de sitios
inespecificos foi feito com albumina sérica bovina;
a reagdo com o anticorpo de detecgdo foi seguida de
estreptavidina. Para mensurar a intensidade de varia-
¢do da absorbancia foi utilizado espectrofotometro
(URIT-660 Microplate Reader, China) em comprimen-
to de onda 450 nm. Tendo em vista o fator de diluigao,
a concentracao final de IL-6sR foi ajustada por célculo.

A anilise foi realizada através do programa
Statistical Package for Social Sciences versao 17.0
(SPSS, 17.0) para Windows. As variaveis continuas
foram descritas por medidas de tendéncia central e
dispersao (média e desvio-padrao). Nas comparagoes
entre dois grupos foi empregado o teste ¢ de Student. As
variaveis categoricas foram expressas em porcentagem
e comparadas usando o teste Qui-quadrado. O nivel de
significancia considerado foi de 0,05.

RESULTADOS

Os dados clinicos e bioquimicos das pacientes
e de seus neonatos estdo apresentados na Tabela 1.
Mulheres com PE apresentaram relagdo proteinuria/
creatinintria de 2,40+1,31 (médiatdesvio padrao) e
as pressoes arterial sistolica e diastolica aumentadas

Tabela 1. Perfil demografico e bioquimico das 60
gestantes incluidas no estudo e dados de seus neonatos.

(P<0,05). Da mesma forma, os niveis de acido urico
e creatinina foram significativamente maiores nas
pacientes com PE em relagdo as gestantes normotensas
(P<0,05). A idade gestacional e o peso do recém-nascido
foram menores em pacientes do grupo PE (P<0,05).
Observou-se uma maior propor¢ao de recém-nascidos
pequenos para a idade gestacional em pacientes com
PE, e uma maior propor¢ao de grandes para a idade
gestacional em gestantes normotensas (P<0,05). Tanto
a idade materna quanto o peso da placenta foram
equivalentes nos grupos estudados.

Os valores de IL-6sR (ng/dL) no grupo PE foram
mais elevados do que nas gestantes normotensas,
com resultados de 28,7+10,8 na PE vs 16,5+6,4
(média+desvio padrao, P=0,01), como demonstrado
na Figura 1.
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Pré-eclampsia Normotensas

(n=21) (n=39) P
Idade média, anos 22,34+4,8 26,0+3,7 0,06
PAS, mmHg 143,0+2,2 118,8+3,1 0,01
PAD, mmHg 112,5+4,0 77,2+10,2 0,01
Acido urico, mg/dL 5,87+1,10 4,57+0,12 0,02
Creatinina, mg/dL 0,82+0,12 0,73+0,09 0,01
Idade gestacional, sem 32,7+5,8 40,1+0,8 0,01

Peso do

. . 2.130,7+839,3
recém-nascido, g

3.555,0£261,0 0,01

Peso da placenta, g 621,3+167,0 796,3+154,2 0,05
II;dlge de Apgar, 76420 7.6+2.4 0.89
1° minuto

Indice de Apgar, 9,109 92+ 1,0 0,59
5° minuto

Percentil de

peso fetal, % 0,04
AIG 66,7 73,3

GIG 13,3 26,7

PIG 20 0

PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica; n: pumero de casos.
AIG: adequado para a idade gestacional; GIG: grande para a idade gestacional;
PIG: pequeno para a idade gestacional. Os valores foram apresentados em
médiatdesvio padrio; teste ¢ de Student. Os valores de percentil de peso fetal estao
expressos em porcentagem; teste Qui-quadrado.

Figura 1. Médias dos niveis de receptor soluvel da interleucina-6
(IL-6sR) nas gestantes com pré-eclampsia (PE) (28,7£10,8) e
normotensas (GN) (16,5+6,4).

DISCUSSAO

O presente trabalho apresenta a elevagao dos niveis
plasmaticos de IL-6sR — o qual forma um complexo
ligante-receptor com IL-6, estimulando a proliferacao,
diferenciagdo e processos inflamatdrios — em amostra
de pacientes com PE comparadas as normotensas, no
terceiro trimestre gestacional.

Os resultados clinicos obtidos no presente estudo
estdo de acordo com os esperados nessa patologia. O
baixo peso ao nascer dos neonatos de gestantes com
PE em relagdo ao de gestantes normotensas pode ser
parcialmente explicado pela tendéncia a interrupgao
precoce da gestagdo observada nessa patologia.
Este fato ¢ comprovado pela diferenca de idade
gestacional no momento do parto entre os dois grupos.
A precocidade do parto também pode ocorrer devido a
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disfunc¢ao placentaria que ocorre na PE, acarretando um
importante papel no baixo peso dos recém-nascidos,
assim como no peso da placenta.'s:"”

Valores de pressdo arterial sistolica e diastolica
aumentados em pacientes com PE corroboram com
o diagndstico desse disturbio, o mesmo valendo para
niveis de proteinuria, dcido Urico e creatinina, sendo
estes achados esperados e, portanto, de acordo com a
literatura.'

As citocinas estdo envolvidas na fisiologia de uma
gestacdo normal, desde a implantacdo do concepto no
utero, até o final do periodo gravidico, passando por
todas as adaptagdes do desenvolvimento fetal na vida
intrauterina.?® O sistema imune adaptativo envolve
acoes de células T, B e células Natural Killer. As células
T podem ser divididas em T helper (Th) ou T auxiliar
(Ta) expressando CD4+, e T citotoxicas expressando
CD8+. As células T CD4+ podem ser subdivididas
em duas populagdes efetoras distintas: Thl e Th2, as
quais produzem respectivamente INF-y, IL-2, TNF- e
TNF-a essenciais para o estabelecimento de respostas
imunes celulares, e IL-4, IL-5, IL-6, 1L-10 e IL-13 que
sdo importantes na formagdo de anticorpos, reagdes
imunes mediadas por eosinofilos e mastocitos.?!-?223
Na gestacdo normal ha supressdo de Thl em relacao
a Th2 para o desenvolvimento fetal, ja na PE ha um
desbalanco nessa relagdo, ndo havendo supressdo
adequada em Th1.?

Niveis circulantes de Fator de Necrose Tumoral
(TNF)-alfa e IL-6, normalmente aumentados em
gestacdes normais, apresentam-se ainda mais elevados
em pacientes com PE.? Da mesma forma, vdrias
outras citocinas € moduladores, como IL-2, IL-8,
IL-12, IL-15, IL-18, IL-1R, receptor soluvel de IL-4 ¢
receptor soluvel de TNF, podem ser vistos em grande
quantidade nessa sindrome. Os relatos do aumento
de citocinas pré-inflamatdrias em pacientes com PE
sugere uma exacerbacdo da resposta pro-inflamatoria
nessas gestantes. !+

A IL-6 mostrou estar associada a exacerbag¢do
inflamatéria observada nesse distirbio hipertensivo
gestacional.'>?*2%27 No entanto, parece existir ainda
uma duvida em relagdo ao seu papel na PE, visto que
em um trabalho analisando soro materno e fetal e o
tecido placentario de gestantes com PE e normotensas,
esta associagdo ndo foi encontrada.?®

O complexo IL-6R, IL-6sR, gp130 é necessario
a recepgao da mensagem de IL-6, entretanto 70%
da IL-6 que circula no sangue estd ligada somente
ao seu receptor soluvel. Esse complexo IL-6Rs/IL-6
liga-se diretamente ao gp130 da membrana plasma-
tica realizando a trans-sinalizacdo que, a partir de
sua dimerizacdo, inicia a sinalizacdo intercelular
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pela via JAK/STAT.'** Os outros 30% da IL-6 li-
gam-se diretamente ao receptor de membrana [L-6R.°
Acredita-se que a gpl30 esta expressa em todas
as células do corpo, enquanto o IL-6R ¢ expresso
principalmente em hepatdcitos, neutrofilos, monocitos/
macrofagos e alguns linfocitos. Além das moléculas
citadas, a expressdo do supressor de sinalizacdo de
citocina (SOCS) também tem um papel importante na
via da IL-6. As SOCS sdo proteinas induzidas pela via
JAK/STAT e inibem a transducao do sinal de STAT,
funcionando, portanto como inibidoras por feedback.
Sabe-se que a SOCS3 pode inibir potencialmente a
sinalizagdo da citocina IL-6.3'

Além da IL-6sR, a gp130 também tem sua forma
soluvel, conhecida como sgp130. A sgpl130 pode se
ligar ao complexo soluvel IL-6sR/IL-6 impedindo que
este se vincule ao gp130 da membrana plasmatica da
célula-alvo, funcionando assim como um antagonista
do efeito da 1L-6.>> Essas moléculas estdo descritas
como alteradas na placenta de mulheres com PE.*
Através de investigagdes in vitro, constatou-se que o
IL-6sR contribui para a ativagdo de uma variedade
de processos celulares. No entanto, a compreensao
da importancia funcional deste receptor in vivo ainda
¢ incipiente.’***Diversas condi¢des, como cancer
de préstata e mama, artrite reumatoide, peritonite
e esclerose multipla apresentaram fisiopatologias
relacionadas ao IL-6sR até o momento, o qual,
associado a IL-6, sugere um importante papel na
regulagdo do sistema imune.’*3¢373839 Jgso parece
ocorrer devido a sua propriedade soluvel, podendo
circular em diversas células do corpo, diferentemente
do IL-6R, que ¢ expresso exclusivamente na membrana
plasmatica de algumas células.*® No entanto, devido a
natureza pleiotropica da IL-6, que, além de efeitos pro-
inflamatdrios, ja teve diversos outros efeitos atribuidos,
inclusive de imunossupressdao, a compreensdao dos
efeitos clinicos da IL-6 na PE torna-se complexa.*#!

Por fim, esta pesquisa estd de acordo com
estudos recentes que enfatizaram as propriedades
pro-inflamatorias do IL-6sR mediante associagdo
com IL-6 e gp-130. Resultados avaliando somente o
IL-6sR, como visto neste trabalho, contribuem para
o conhecimento da participagdo dessas moléculas
na PE. Nossos resultados mostram o aumento dos
niveis plasmaticos do IL-6sR em pacientes com PE,
em relagdo a gestantes normotensas. Mais estudos
se mostram necessarios para o esclarecimento da
fisiopatologia desta entidade, como a analise de outras
citocinas ligadas a esse receptor, visto que elas podem
ser a chave para a resposta inflamatodria sist€émica
que ocorre nestas pacientes e, portanto, para o seu
tratamento.
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