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OLIVEIRA SOUZA, JESSICA, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, Abril de 2018.
Alteracbes em linhagens de células placentarias e conversdo de células T

reguladoras por farmacos. Orientador: Carlos Eduardo Tadokoro.

RESUMO

A gravidez exige que o sistema imunoldgico materno reconheca, mas nao
rejeite, 0os antigenos paternos expressados no embrido. As evidéncias apontam que
as células T reguladoras desempenham papéis importantes no estabelecimento e
manutencao da tolerancia imune ativa essencial para que nao haja rejeicéo do feto
semi-alogénico em desenvolvimento. Algumas substancias sao capazes em induzir a
conversdo de células T convencionais em células T reguladoras. Com isso, foi
avaliado se os medicamentos ibuprofeno, paracetamol e cefalexina, que sado de uso
comum das gravidas, geram efeito sob a linhagem de trofoblastos de camundongos
(SM9-1), tanto toxicos quanto na influéncia da manutencao/conversdo de células T
reguladoras. As analises de toxicidade dos medicamentos sob as células SM9-1 foram
feitas utilizando o método de conversdo de MTT em formazam; j& para os testes de
conversao, foram utilizadas co-culturas de timo e bago de camundongos fémeas da
linhagem Swiss com SM9-1. Nossos resultados mostram que tanto o paracetamol
guanto o ibuprofeno foram téxicos nas concentracfes 50,0; 25,0 e 12,5 mg/ml; a
cefalexina apenas foi toxica na concentracdo de 50 mg/ml. Com relagcéo aos efeitos
exercidos pelos medicamentos sobre as células T reguladoras, o paracetamol nao
interferiu em sua manutencao/conversao, enquanto o ibuprofeno (na dose 3,13 mg/ml)
e cefalexina (ha dose 6,25 mg/ml) demonstraram elevar a sua porcentagem. Apesar
destas doses serem elevadas, quando comparadas as concentragfes disponiveis in
Vivo nos seres humanos, € preciso levar em consideracdo as particularidades do
metabolismo murino. Os efeitos supostamente benéficos (aumento da porcentagem
de células T reguladoras) para prevencdo de rejeicdo do feto pelo sistema imune
materno também devem ser considerados com cautela, devido ao aumento de

supresséao do sistema imune.

Palavras chaves: medicamentos, gravidez, toxicidade, tolerancia imunoldgica
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OLIVEIRA SOUZA, JESSICA, M.Sc, University of Vila Velha — ES, April de 2018.
Alterations in placental cell lines and conversion of drug regulatory T cells.

Advisor: Carlos Eduardo Tadokoro.

ABSTRACT

Pregnancy requires the maternal immune system to recognize, but not reject,
the paternal antigens expressed in the embryo. Evidence suggests that regulatory T
cells play important roles in establishing and maintaining active immune tolerance so
that there is no rejection of the developing semi-allogeneic fetus. Some substances
are capable of inducing the conversion of conventional T cells into regulatory T cells.
Therefore, it was evaluated whether the drugs ibuprofen, paracetamol and cephalexin,
which are commonly used by pregnant women, have an effect on the trophoblasts line
of mice (SM9-1), both toxic and on the influence of maintenance / conversion of
regulatory T cells . Toxicity analyzes of the drugs under SM9-1 cells were made using
the MTT conversion method in formazam; already for the conversion tests, thymus and
spleen co-cultures of Swiss mice with SM9-1 were used. Our results show that both
paracetamol and ibuprofen were toxic at concentrations of 50.0; 25.0 and 12.5 mg /
ml; cefalexin was only toxic at the concentration of 50 mg / ml. Regarding the effects
of the drugs on the regulatory T cells, paracetamol did not interfere in its maintenance
/ conversion, whereas ibuprofen (in the dose 3,13 mg / ml) and cefalexina (in dose
6,25 mg / ml) demonstrated to elevate your percentage. Although these doses are
elevated, when compared to the concentrations available in vivo in humans, the
particularities of murine metabolism need to be taken into account. The supposedly
beneficial effects (increased percentage of regulatory T cells) to prevent fetal rejection
by the maternal immune system should also be considered with caution due to

increased suppression of the immune system.

Keywords: medications, pregnancy, toxicity, immunological tolerance.



1. INTRODUCAO

A gravidez representa um desafio para o sistema imune, uma vez que requer
o desenvolvimento da tolerancia imunolégica materna ativa para ndo montar uma
resposta contra antigenos paternos expressos pela placenta e pelo feto em
desenvolvimento. Os mecanismos pelos quais a rejeicdo ao feto é evitada ainda néo
sdo completamente compreendidos. Entretanto, sabe-se que o sistema imunologico
equilibrado é essencial para implantacdo do embrido, sendo extremamente importante
0 papel supressor das células T reguladoras (Tregs) para prevencdo da imunidade
destrutiva e manutencéo da integridade dos tecidos (GUERIN; PRINS e ROBERTSON,
2009). Portanto, para a correta embriogénese e manutencdo da gravidez, é
imprescindivel a homeostasia da gravida, incluindo as alteracdes fisiolégicas do
sistema imune, sem que perturbacdes ocorram. Infelizmente, a manutencdo desta
situacdo ideal as vezes nao € possivel, por exemplo, quando h& a necessidade de
intervencdo medicamentosa para sanar problemas indesejados.

O uso de medicamentos durante a gravidez se torna necessario diante de
situacdes como dores, inflamacdes e infeccdes. Entre os medicamentos mais utilizados
pelas gestantes entdo o0s analgésicos, anti-inflamatérios e antimicrobianos
(SMEDBERG et al.,, 2016). Os objetivos destas intervencdes farmacolégicas sao
controlar os sintomas e evitar efeitos adversos, usando doses que garantam a eficacia
do tratamento e, concomitantemente, minimizem a exposi¢do fetal aos farmacos
(JEONG, 2010).

Entre os medicamentos que sdo utilizados pelas gestantes, entdo os anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES), sendo considerados como primeira escolha para
tratamento de dores de cabeca, dores no corpo e inflamac¢des que sdo muito comuns
devido a mudancas fisiologicas geradas pela gestacao. Dentre os AINES, ibuprofeno e
paracetamol tem uso frequente na gravidez (NEZVALOVA-HENRIKSEN; SPIGSET e
NORDENG, 2013). Outros medicamentos que podem ser necessarios Sao 0s
antimicrobianos. Em gestantes pode ocorrer a bacteridria assintomatica ou sintomatica,
uma vez que o crescimento bacteriano € favorecido pelo aumento da taxa de filtracao
glomerular aumentando concentragédo de aminoacidos, vitaminas e outros nutrientes na
urina. Nestas infeccdes, Escherichia coli é o patégeno mais frequentemente
encontrado, porém outras bactérias como Streptococcus agalactiae e Micrococcaceae

sp também s&o encontradas. Se a bacteriuria ndo for tratada, ela pode evoluir para
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pielonefrite aguda (infec¢do bacteriana que causa inflamacéo nos rins e ureteres) em
20 a 30% dos casos. Esta, por sua vez, pode resultar em pré-eclampsia, hipertenséao,
anemia, baixo peso de neonatos, hascimento prematuro e morte fetal. Para evitar estas
complicagbes, a pielonefrite pode ser tratada com cefalosporinas, sendo a cefalexina a
mais utilizada entre elas (CHRISTENSEN, 2000).

Apesar da utilizac&o de ibuprofeno, paracetamol e cefalexina, pouco se sabe
sobre os efeitos diretos nos tecidos placentarios e na geracao de Tregs. Portanto, nosso
estudo teve como objetivo quantificar os efeitos de ibuprofeno, paracetamol e cefalexina
sob linhagens trofoblasticas de camundongos, quanto a toxicidade e capacidade de

conversao de células T CD4 convencionais em Tregs.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. OS TROFOBLASTOS E A GRAVIDEZ

A placenta é composta por uma rede vascular interna e por varios tecidos
compostos por um sinciciotrofoblasto e citotrofoblastos, todos derivados dos
trofoblastos presentes no blastocisto em implantacdo. Durante esta invasdo dos
trofoblastos ao endométrio e parte do miométrio materno, quando estas células
alcangcam as artérias espirais maternas, o fluxo sanguineo uterino € iniciado,
colocando o sangue materno em contato direto com os trofoblastos e assegurando a
entrega suficiente de nutrientes maternos e oxigénio na placenta. E importante
ressaltar que as circulacbes materna e fetal ndo se misturam (GELLERSEN e
BROSENS, 2014). Entretanto, a placenta humana e de murinos sdo do tipo
hemocorial, em que as células trofoblasticas entdo em contato direto com o sangue e,
eventualmente, medicamentos tomados pela mae (CROSS, 2000). Muitas mulheres
sdo expostas a diferentes farmacos ou poluentes ambientais durante a gravidez. O
transporte seletivo de nutrientes, oxigénio e de outras substancias é considerado
como a principal importancia da placenta. As substancias atravessam a placenta
dependendo de suas propriedades fisico-quimicas e estruturais (tamanho, pKa e
lipossolubilidade) e fatores farmacocinéticos (transporte ativo, ligacdo placentaria e
metabolismo) e caracteristicas fisica da unidade materno-placentéaria (area superficial
da membrana de troca, espessura da membrana, fluxo do sangue materno, pressao
arterial em capilares fetais e a diferanca na pressdo osmética materna e
compartimentos fetais), moléculas com peso até 600 Da, ndo ionizadas e lipossoluvel
apresenta difusdo direta, ja compostos hidrofilicos, ionizados e maiores encontram
resisténcia e atravessa a placenta de forma mais lenta (BOURGET, ROULOT e
FERNANDEZ, 1995). A placenta metaboliza e transfere diversas moléculas
farmacologicamente ativas, pois contém uma maquinaria enzimatica rica capaz de
realizar reacOes de fase | e Il (MARIN, BRIZ e SERRANO, 2004). Varias proteinas do
citocromo P450 incluindo CYP1, CYP2 e CYP3 foram isoladas da placenta, e elas séo
amplamente responsaveis nos mecanismos na desintoxicacdo de drogas e toxinas
(PASANEN e PELKONEN, 1994). A transferéncia de compostos se deve por quatro
tipos de mecanismos como: difusdo passiva, difusdo facilitada, transporte ativo e
pinocitose (PLONAIT e NAU, 2004).



2.2. A GRAVIDEZ E O SISTEMA IMUNE MATERNO DURANTE A GESTACAO

A gravidez é um processo complexo, que compreende diversos eventos,
incluindo implantacéo, decidualizacao e, finalmente, o nascimento (CHA; SUN e DEY,
2012). Durante a implantacdo do embrido, o endométrio uterino torna-se
decidualizado, um processo inflamatorio controlado que envolve a transformacao de
células estromais endometriais em células secretoras especializadas, onde também
h& o aumento da quantidade de células imunoloégicas como: macrofagos, células
naturais Kkiller uterinas (uNK), células dendriticas uterinas (uDC) e Tregs
(GELLERSEN; BROSENS e BROSENS, 2007). Estas células imunoldgicas
desempenham um papel central na determinacdo do equilibrio entre a tolerancia
imune e as respostas pro-inflamatorias, que sdo fundamentais na implantacéo
adequada e no estabelecimento de uma gravidez viavel. A falha da manutencéo deste
equilibrio é prejudicial ao desenvolvimento placentario, implantacdo ou formacao da
decidua. O sistema imunologico na gestacdo € ativo e funcional, entretanto, é
cuidadosamente controlado por vérias células para que haja sucesso na gravidez
(MOR; CARDENAS e ABRAHAMS, 2011).

De todas as populacdes de leucocitos uterinos, as mais abundantes séo as
células uNK. Essas células aumentam drasticamente em numero apés a ovulagao
representando 70% da populacdo total de leucécitos. Foi demonstrado que a auséncia
de células uNK incapacita as células trofoblasticas de atingirem o endométrio
vascularizado, provando serem criticas para a invasao do trofoblasto no utero (MOR;
CARDENAS e ABRAHAMS, 2011). Além das células uNK, os macréfagos sao
relativamente abundantes, compreendendo cerca de 20% da populagéo de leucécitos
uterinos. A maioria dos macréfagos na intérface materno-fetal sdo do fenétipo M2
(imunomodulador), que ndo levam a um aumento da inflamacdo, mas sim a uma
reestruturacdo tecidual. Portanto, estes macrofagos trabalham na remodelacao
precoce da artéria espiral, produzindo fatores associados a remodelacao tecidual e
como a metaloproteinase-9 (MMP-9) e a angiogénese, o “Vascular Endothelial Growth
Factor” (VEGF). Eles também fagocitam as células apoptéticas decorrentes das
remodelacdes vasculares e de células trofoblasticas mortas, evitando assim a
liberacdo de substancias proé-inflamatérias no local (GELLERSEN e BROSENS,
2014).
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O endométrio também contém células T, sendo 30 — 45% células T CD4+
e 45 — 75% células T CD8+ (GELLERSEN e BROSENS, 2014). A diferenciacdo e a
funcao de células imunes infiltradas no local de implantacdo depende em grande parte
do microambiente criado pelas células da placenta, demonstrando sua importancia no
desenvolvimento fetal (MOR; CARDENAS e ABRAHAMS, 2011).

Uma das questdes mais importantes relacionadas a gestacao é sobre como
o feto semi-alogénico é capaz de sobreviver e nao ser rejeitado pelo organismo
materno. Os antigenos leucocitarios humanos (HLAs) ou seja, as moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) humano, que s&o expressos nas
membranas do feto e nos trofoblastos, induzem tolerancia e ndo a ativacao do sistema
imune. Também verificou-se que a expressdo de moléculas do MHC em trofoblastos
€ reprimida na maioria das espécies, uma estratégia para evitar seu reconhecimento
e destruicdo pelas células imunes maternas (GELLERSEN e BROSENS, 2014).

Os genes do MHC sao divididos em classes | e Il, sendo responséaveis pelo
controle dos antigenos que serdo apresentados para as células T. Por sua vez, 0s
genes da classe | sdo subdivididos nas classes la e Ib, sendo que na classe la
encontramos os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C, e na classe Ib os genes HLA-E, HLA-
F e HLA-G. Os trofoblastos humanos expressam a molécula HLA-C e todas as
moléculas de classe Ib, mas ndo expressam moléculas HLA-A e HLA-B. Isto é
interessante, uma vez que estes Ultimos sdo 0os mais importantes na rejeicdo de
aloenxertos em seres humanos. As intera¢gdes entre HLA-C e as células uNK também
podem causar infiltracdo dos trofoblastos no tecido materno e foi observado que
gestantes com HLA-C fetal incompativel exibem maior nimero de células T ativadas
e Tregs funcionais em tecidos deciduais. H4 um outro gene do MHC classe Il, 0 HLA-
D, que nao é expresso em trofoblastos humanos, também colaborando para que
antigenos paternos passem desapercebidos pelo sistema imune da mae
(GELLERSEN e BROSENS, 2014).

Ha varias fases que ocorrem no sistema imune manterno durante a
gravidez. No primeiro trimestre da gestacao, a reacdo materna € predominantemente
inflamatoria, ou seja, perfil Thl de citocinas (IL-6, IL-8 e TNF-a)). Nesta etapa, 0
blastocisto rompe o revestimento epitelial do utero para implantacdo, invadindo o
tecido endometrial. Todo processo envolvido define a fase inflamatéria do inicio da
gestacdo, podendo gerar desconforto como nauseas e febre. Nos meses seguintes
ocorre 0 periodo em que ha rapido desenvolvimento e crescimento fetal, sendo
predominantemente uma fase anti-inflamatoria (MOR; CARDENAS e ABRAHAMS,
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2011). Por fim, ao final da gestacdo e no trabalho de parto, h4 inversdo para
predominéancia do perfil inflamatorio, sendo essencial para o termo. Este ambiente pro-
inflamatorio promove a contracéo do Utero e expulsdo do bebé e rejeicdo da placenta
(MOR; CARDENAS e ABRAHAMS, 2011).

2.3. AS CELULAS T REGULADORAS (Tregs)

As Tregs “classicas” foram descobertas em 1984 por Sakaguchi e
colaboradores, como uma célula reguladora da resposta imune e ativagéo celular. S&o
uma subpopulacdo de linfécitos T CD4 que desempenham um papel essencial na
regulacdo de respostas antigeno-especificas das células T CD4 e CD8. Séo
identificadas com os marcadores CD25" e FoxP3* (Forkhead box p3) e compreendem
cerca de 5% de células T CD4 nos 6rgéos linféides secundarios em seres humanos e
5 - 10% de células T CD4 em roedores (JANIKASHVILI et al., 2011). Ja nas décadas
seguintes, as Tregs foram divididas em dois grupos: naturais ou induzidas. As Tregs
naturais (nTregs) compreendem estas desenvolvidas no timo como um subconjunto
de células T CD4* que adquirem sua capacidade supressiva como resultado do
microambiente, estando presentes na circulacdo sanguinea, antes de uma exposi¢ao
prévia ao antigeno, e sdo reconhecidas pela expressédo de CD25, FoxP3, CCR4, PD-
1 e baixos niveis de CD127 (TREHANPATI e VYAS, 2017). Ja as células Tregs
induzidas (iTregs) se desenvolvem através de células T CD4 naive na periferia dos
orgéos, se diferenciando em FoxP3* e adquirindo uma funcao reguladora através de
sinais externos como estresse fisioldgico ou em condi¢cdes de doencas. Sua atividade
reguladora é feita através da producéo de IL-10, IL-35 e TGF-B (ADALID-PERALTA
et al., 2011).

Sobre a expressdo de CD25 e FoxP3, sabemos que o CD25 corresponde
a cadeia a do receptor de Interleucina-2 (IL-2), um marcador de ativacdo das células
T, entretanto, a maioria das células T ativadas também expresam CD25, com
intensidade baixa a moderada, dificultando a identificacdo das Tregs pela expressao
de CD25 em animais imunizados (JANIKASHVILI et al., 2011; TREHANPATI e VYAS,
2017). Ja& em relacdo ao gene FoxP3, ele esta localizado no brago curto do
cromossomo X, consistindo de 11 exons que codificam para uma proteina de 431
aminoacidos chamada FOXP3. Sua expressdao € decisiva no controle do
desenvolvimento e funcdo das Tregs CD4* CD25* (PEREIRA, et al., 2017). Sua

importancia foi descoberta através da identificacdo de uma doenca humana
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denominada “IPEX”, um disturbio autoimune raro e hereditario, relacionado ao
cromossomo X, onde o0s pacientes possuem uma disfuncdo de FoxP3 e passam a
desenvolver uma série de respostas autoimunes (GUERIN, PRINS e ROBERTSON,
2009). O FoxP3 é um fator de transcricdo e sua funcé@o € exercida sobre regides
reguladoras especificas dentro do DNA, aumentando ou suprimindo a transcrigdo de
genes especificos (PEREIRA, et al., 2017). A sinalizac&o nuclear através do FoxP3
nas Tregs ainda ndo esta totalmente definida; entretanto, estudos experimentais
indicam que, apos a ligacdo do complexo MHC classe II-peptideo com o receptor de
células T das Tregs, ha uma acentuagdo na sinalizacao celular em decorréncia da
interacao fisica dos fatores nucleares NF—kB e NFAT com o fator FoxP3, reprimindo
0S genes de transcri¢do das citocinas IL-2, IL-4 e INF-y, e aumentando da expressao
de CD25 e CTLA-4. Alternativamente ocorre a ativacao de um co-fator com a funcéo
de liberar sinais inibitérios, que ocorre apos a ligacédo do receptor de células T com o
MHC ll-peptideo que leva a regulacdo de genes expressos nas Tregs (PEREIRA, et
al., 2017).

Além da expressédo de CD25 e FoxP3, outros marcadores de superficie
expressos de forma constitutiva nas células Tregs foram descritos, entre eles: GITR,
CTLA-4, alta expressao de CD95, e baixa expressdao de CD45RB e CD127.
Entretanto, esses marcadores ndo sédo especificos das células Tregs, podendo ser
expressos na superficie de outras populacdes de células (GUERIN; PRINS e
ROBERTSON, 2009).

Sobre 0 mecanismo imunossupressor das Tregs, todas as tentativas de
unificacdo ou de procura de um mecanismo Unico falharam; ou seja, ha evidéncias
gue mostram varios mecanismos que sdo utilizados pelas Tregs para levar a
imunossupressdo. Entre eles, verificamos que foram descritos mecanismos que
dependem da secrecéo de citocinas imunossupressoras, como IL-10, TGF-$ e IL-35;
mecanismos dependentes de contato direto com as células, envolvendo CTLA-4 e
CD80/CD86; morte celular das células ativadas, pela expressdo de proteinas pro-
apoptoéticas, como as granzimas; empobrecimento das condi¢des para expansédo de
células T, através do consumo de IL-2 ou pela reducao de triptofano (via ativacao da
Indolamina 2,3- dioxigenase, ou “IDO”, em células dendriticas); e transferéncia de
AMPc para células ativadas (JANIKASHVILI et al., 2011).

Para finalizar este topico, ndo podemos deixar de descartar o papel crucial
do FoxP3 na gravidez. A gravidez € um dos mais fortes indutores de tolerancia

imunoldgica. Para garantir uma gravidez bem-sucedida, o organismo materno
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estabelece uma ampla toler&ncia imunoldgica, fornecendo um ambiente seguro para
0 desenvolvimento fetal. Varios mecanismos evoluiram com o intuito de evitar
respostas imunes dirigidas ao feto. No contexto da gravidez, estudos mostraram que
as Tregs se expandem para prevenir a rejeicao fetal (ENGLER et al., 2017). Esta
tolerancia induzida por Tregs € considerada um processo essencial, que se inicia nos
primeiros estagios da gravidez, jA& no momento da invasdo dos trofoblastos no
revestimento uterino. Ela impede o reconhecimento e rejeicdo de células fetais
estranhas, como demonstrado em experimentos onde houve a delecao destas células
e inducdo de aborto (ROWE et al., 2013). Varios estudos confirmaram um aumento
de Tregs no sangue, linfonodos e timo durante a gestacdo. Esta expansao de Tregs
na decidua suprime a atividade de células Th1/Thl7 maternas contra o feto semi-
alogénico (GELLERSEN e BROSENS, 2014).

2.4. OS MEDICAMENTOS E A GRAVIDEZ

A gravidez é um processo dinamico, no qual mudancas anatdmicas e
fisiolégicas ocorrem desde a fertilizacdo até o parto. Por causa destas mudancas, as
vezes se torna necessario o uso de medicamentos durante a gravidez.

As bulas de alguns medicamentos incluem informagdes sobre os niveis de
risco para o feto e, quando necessario, cautela na sua utilizagdo. A FDA (“Food and
Drug Administration”, EUA), em 1979, definiu categorias de medicamentos baseados
em evidéncias sobre o uso durante a gravidez (LAW et al, 2010). H4, portanto, cinco
grupos de risco: A, B, C, D e X. O grupo A incluem os medicamentos que o0s estudos
em mulheres gravidas falharam em demonstrar risco para o feto; o grupo B os que
passaram por estudos em animais e que ndo demonstraram riscos para o feto
(entretanto, ndo existem estudos bem controlados em seres humanos); o grupo C
corresponde aqueles que estudos em animais demonstram efeitos adversos ao feto,
mas ndo existem estudos controlados em seres humanos, devendo, portanto, serem
utilizados apds analise de risco-beneficio; o grupo D engloba os medicamentos nos
quais existem evidéncias de risco fetal em seres humanos, mas o seu beneficio é
aceitavel; por fim, o grupo X refere-se aqueles medicamentos que ha evidécias em
estudos animais e que também foi observado em seres humanos a ocorréncia de
anormalidades e riscos ao feto, sendo portanto seu uso proibido (LAW et al, 2010).

Apesar destes cuidados, ha medicamentos de venda livre (OTC), que pelo
facil acesso sdo amplamente utilizados na automedicacdo e no tratamento de

problemas comuns de saude relacionados a gravidez, como nauseas, vomitos, azia,
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dor nas costas, constipagdo ou mesmo enxaqueca. Entretanto, os efeitos destes
medicamentos na gravidez podem ser diferentes daqueles desejados, dependendo
das doses e/ou do estagio de desenvolvimento embrionario e fetal. A automedicacao
leva a exposicdo do feto a diferentes efeitos toxicoldgicos provocados pelos farmacos.
Foi demonstrado que, entre os medicamentos OTC mais comuns utilizados pelas
mulheres gravidas, entdo os anti-inflamatorios e analgésicos e, quando avaliamos a
utilizacao destes por prescricdo médica, observamos uma incidéncia que varia de 40%
a 93% (ABDYELKAREN e MUSTAFA, 2017). Portanto, ha a necessidade de
aprofundamento nos estudos sobre véarios destes medicamentos.

Entre os OTC que séo utilizados por gestantes os AINES s&o considerados
como tratamento de primeira escolha para as condi¢cdes de dores de cabeca, dores
no corpo e inflamacdo. Entre os AINES, foi demonstrado que o ibuprofeno e
paracetamol estio em maior frequéncia no uso na gravidez (NEZVALOVA-
HENRIKSEN; SPIGSET e NORDENG, 2013). H4 também o uso de antibiéticos, uma
vez que h& evidéncias de beneficios tanto para a méae, quanto para o feto, quando
infeccbes que podem ocorrer durante a gravidez sdo controladas (MEERAUS;
PETERSEN e GILBERT, 2015). Entre elas estdo a bacteridria devido as mudancas
fisiologicas causadas por alteracdes hormonais e compressao uterina. A bacteridria €
um fator de risco para complicacBes graves, como pielonefrite aguda, que pode levar
ao parto prematuro e ao baixo peso ao nascer (GUINTO et al., 2010). Nestes casos,
0s agentes sugeridos como primeira linha de tratamento s&o a ampicilina/amoxicilina,
a nitrofurantoina e as cefalosporinas orais, pela alta taxa de cura, seguranca e niveis
altos na urina. A escolha do antibiotico difere para cada pais. Nos Estados Unidos, o
uso de amoxicilina € comum e, no Reino Unido, eles defendem o uso de penicilinas e
cefalosporinas (GUINTO et al., 2010).

Portanto, ha o uso de ibuprofeno, paracetamol e cefalexina (Figura 1)
durante algumas gestacdes e vamos descrever as caracteristicas de cada um destes

medicamentos a sequir.
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Figura 1. Estrututa molecular dos medicamentos utilizados por
gestantes. (A) lbuprofeno; (B) Paracetamol; (C) Cefalexina.

2.4.1. Ibuprofeno

O ibuprofeno € um farmaco AINE derivado de acido propidnico, desenvolvido
em 1960 por Stewart Adams, no Reino Unido (Figura 1A). Sua férmula quimica é
Ci3H1802 e sua nomenclatura padrdo pela IUPAC é [dI 2- (4-isobutilfenil)
acidopropibnico] (ADATIA; RAINSFORD; KEAN, 2012). Possui acéo central e periférica
e € amplamente utilizado em todo o mundo como anti-inflamatorio e para alivio da dor
(DERRY et al., 2009). Ele age inibindo de forma rapida, reversivel e competitiva as
enzimas COX-1 e COX-2, sendo a supressao da sintese de prostaglandinas
considerada a base de seus efeitos (RABBIE et al.,, 2010). Em um estudo feito por
Cavero-Carbonella et al. (2016), o ibuprofeno foi o medicamento mais prescrito e
dispensado para gestantes.

ApOs ser administrado oralmente, € absorvido ao longo do trato
gastrointestinal, atingindo seu pico de concentracdo apos 1,5 - 3 horas. Seus
metabdlitos sdo eliminados pela urina (CATTANEO e CLEMENTI, 2010), sendo o nivel
sérico em humanos atingido 1 hora apds a ingestao de 800 mg de ibuprofeno, chegando
a 44,6 pg/ml (LOCKWOOD et al., 1983).

Entre seus efeitos adversos pela utilizacdo crénica, temos a lesao hepética
aguda, lesdo real aguda, e a insuficiéncia cardiaca. (HERNANDEZ-DIAZ, 2001).
Considerando a sua utilizagédo durante a gravidez, ndo foram encontradas associacoes
significativas entre o seu uso durante o primeiro trimestre e riscos de malformacéo
congénita, entretanto € de classificacdo C no uso durante a gestacdo e existe uma
associacao do uso de ibuprofeno durante o segundo e terceiro trimestre da gravidez
com a asma infantil (NEZVALOVA-HENRIKSEN; SPIGSET e NORDENG, 2013).
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2.4.2. Paracetamol

O paracetamol ou acetaminofeno [acetamida, N-(4-hydroxyfenyl)] de formula
CsHoNO:2 (Figura 1B), foi descoberto por dois cientistas na universidade de Strasburg:
Arnold Cahn e Paul Hepp em 1884, mas somente entrou para o mercado em 1955 e
passou a ser o medicamento analgésico e antitérmico mais utilizado. Embora seja um
medicamento antigo, seu mecanismo de acdo ainda nao foi completamente elucidado,
entretanto, sabe-se que suprime a producdo de prostaglandinas como o0s outros
medicamentos na classificacdo de AINEs, mas nao possui acédo anti-inflamatoria e em
doses usuais ndo causam efeitos gastrointestinais secundarios. Os efeitos colaterais
sao observados no uso de doses elevadas e também ao uso sequente, apresentando
um potente efeito hepatotdxico. O seu uso ndo deve ultrapassar de 4g em 24 horas por
ser considerado sobredose e de alto risco (JOZWIAK-BEBENISTA e NOWARK, 2014).

E definido de uso seguro na gravidez, considerado analgésico de primeira
escolha e de classificacdo A, embora atravesse facilmente a barreira placentaria
através de difusdo (foram isoladas por¢cdes do medicamento no liquido amnidtico,
sangue e urina fetal) e haja estudos que associam o0 seu uso ao desenvolvimento de
asma, transtorno de déficit de atencdo e o desenvolvimento infantil de fertilidade
masculina (BRUNE, RENNER, TIEGS e 2014).

Apos ingestdo, 90% do medicamento ingerido € metabolizado no figado e
sua eliminacdo é predominantemente renal (JOZWIAK-BEBENISTA e NOWARK,
2014). A concentracao sérica em humanos apoés ingestdo de 1,5 g do medicamento
apos 30 minutos foi de 5-20 pg/ml, atingindo todos os liquidos organicos e meia vida
de 1-3 horas e a farmacocinética do medicamento é semelhante tanto em gravidas e
mulheres ndo gravidas (SMITH et al, 1991).

2.4.3. Cefalexina

Foi desenvolvida no Reino Unido, pela Glaxo Research, Ltd. (Figura 1C).
Tem o mesmo "ndcleo” de acido cefalosporanico como cefaloridina, mas difere na
substituicdo da cadeia lateral. Portanto, a cefalexina [7- (D-a-amino- a- fenilacetamido)
-3-metil-3-cefem-4- acido carboxilico] € um antibiético semi-sintético, cefalosporina de
primeira geragéo, pertencente ao grupo dos antibioticos B—lactamicos classicos, que
apresentam as mesmas caracteristicas estruturais das penicilinas, contendo um anel
B—lactamico e um anel dihidrotiazino no ndcleo biciclico. E um antibiético de amplo

espectro e possui boa atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
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amplamente utilizado no Brasil pelo seu perfil de seguranca e possui classificagao B no
uso durante a gravidez (SAMMETA; VAKA e MURTHY, 2009).

O nivel sérico em humanos, apés 1 hora da ingestédo de 1 g de cefalexina
em jejum, foi de 9 a 31 pg/ml e, apos a refeicao, foi de 9 a 20 pg/ml, guando mostrou
absorcao mais lenta em comparagdo com absor¢cao na ingestao em jejum (GOWER e
DASH, 1969). Nao ha indicios que este medicamento penetre nas células do tecido
hospedeiro, sendo isto utilizado para explicar sua baixa incidéncia de efeitos colaterais.
A ligagdo as proteinas séricas humanas também é baixa e ndo ha destruicdo
mensuravel ou metabolismo da cefalexina durante a sua permanéncia nos fluidos
corporais. E rapidamente eliminada do corpo pelos rins e cerca de 70 & 100 % da dose
€ encontrada na urina, 6 a 8 horas apos cada dose (GRIFFITH, 1983).

A cefalexina é definida como de excelente absor¢cdo oral e utilizada
especialmente em infec¢Bes no trato urinario, sistema respiratério superior e inferior, e
em varias outras infeccdes ginecoldgicas e de tecidos moles em gestantes. Nestes
casos, sua concentracdo no liquido amniético e no corddo umbilical foi considerada
adequada para inibicdo da infeccdo por Staphylococcus aureus (CREATSAS et al.,
1980). Foi observado que a cefalexina atravessa a placenta e pdde ser encontrada nos
fluidos fetais sem que estes apresentassem danos aparentes. Alguns estudos
descreveram sua utilizacdo em pacientes gravidas durante os varios estagios da
gestacado, sem nenhuma correlacéo entre o seu uso e defeitos congénitos ou toxicidade
aos neonatos. Deste modo, as penicilinas e cefalosporinas sdo medicamentos

antimicrobianos considerados seguros em qualquer etapa da gestacao.

2.5. OS MEDICAMENTOS, AS Tregs, E A GRAVIDEZ

S&o0 escassos os trabalhos que detalham os efeitos dos medicamentos na
geracgao de Tregs durante a gravidez. Entretanto, os efeitos de alguns medicamentos
e vitaminas (dexametasona, rapamicina, acido acetil salicilico e a vitamina D) ja foram
descritos, em que foram observadas a inducao de diferenciacdo de Tregs e também
a inibicdo das células apresentadoras de antigenos para estimularem a ativagdo dos
linfocitos T, ambas com efeito tolerogénico (ADALID-PERALTA et al., 2011; QU et al.,
2007; JAVEED et al.,, 2009). Portanto, ha a necessidade de mais investigacdo

cientifica sobre o assunto.



3. MATERIAL E METODOS

5.1. CAMUNDONGOS E COMITE DE ETICA ANIMAL

Todos os procedimentos foram executados seguindo as diretrizes e normas
do CONCEA, que foram avaliadas e aprovadas pelo comité de ética em
experimentacdo animal da UVV 387/2016. Foram utilizados por experimento, 5
camundongos fémeas da linhagem Swiss, com 4 semanas de idade, para retirada do
timo e baco. Todos os camundongos utilizados foram criados em condicdes livres de

patégenos especificos, mantidos em racks ventiladas (Alesco Ltda., Brasil).

5.2. CULTURAS CELULARES

Foram utilizadas culturas de células estabelecidas (SM9-1) e priméarias
(células retiradas de timos e bacos de camundongos Swiss). A obtencdo e
manutenc¢ao de cada uma destas culturas estdo abaixo descritas.

Cultivo da linhagem celular SM9.1 (trofoblastos de camundongos da
linhagem Swiss no 9° dia de gestacéo): estas células foram cultivadas em frascos de
25 cm? e 75cm2 (Greiner Bio-One, Alemanha), contendo meio RPMI-1640
suplementado com 25 mM de HEPES, 2mM de L-glutamina, 100 U/mL penicilina e 0,1
mg/mL estreptomicina, 0,11 mg/mL de piruvato sédico, 2 mg/mL de bicarbonato de
sédio, 5 mM de 2-mercaptoetanol e 10% de soro fetal bovino). Todos os reagentes
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Inc. EUA. As células foram cultivadas a 37° C, com
5% de CO2, em ar umidificado. As células foram repicadas a cada 3 dias ou quando
atingiam 80-90% de confluéncia. Para avaliar a quantidade de células que seria mais
adequada nos experimentos de citotoxicidade, foi feito um teste de viabilidade e
confluéncia celular, em cultura de 3 dias, com diferentes concentracdes celulares.
Foram testadas as seguintes concentragdes em triplicatas de cultura: 104, 1,5 x 10%;
2 x 10% 4 x10% e 5 x 10%. A dose que teve um resultado de confluéncia e viabilidade
melhor foi a de 2 x 10* células/poco, numa placa de 96 pocos, contendo 100 pl de
meio completo por poco (dados nédo apresentados).

Para obtencdo das culturas primérias de células de timo e bago, foram
utilizadas fémeas da linhagem de camundongos Swiss. Cada animal foi eutanaziado
pela injecdo intravenosa de 20 pL de ketamina (10 g/mL). Apos o isolamento do timo
e baco, os mesmos foram adicionados a uma placa de 6 pocos, contendo PBS, e

triturados manualmente por friccdo em laminas histologicas, na parte jateada. Em
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seguida, as células to timo foram transferidas para um tubo de 15 mL (Greiner One
Inc., Alemanha), contendo PBS, e centrifugadas a 390 G, 10 min, 4°C. Foi retirado o
sobrenadante e adicionado 5 mL de meio RPMI e, apds a contagem das células em
camara de Neubauer, foram utilizadas 3x10°8 células por poco. Para obter as células
do baco, inicialmente foi necessério lisar todos eritrécitos utilizando 0,5 mL de tampé&o
de lise (8,269 de NH4Cl; 1,199 de NaHCOs; 200uL de EDTA 0,5M; 100mL de agua
destilada — pH 7,3) e 4,5 mL de agua destilada. Em seguida, as suspensdes foram
centrifugadas a 390 G, 10 min, 4°C, e o sobrenadante foi descartado apods
centrifugagéo. As células foram entdo ressuspendidas em 5mL de meio RPMI. Apds
a contagem em camara de Neubauer, foram utilizadas 3x10° células por po¢o nos

ensaios de manutencgao/conversao de Tregs.

5.3. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR NA PRESENCA DOS MEDICAMENTOS

Como o nivel de concentracéo dos farmacos € um determinante para a sua
toxicidade, foram testadas varias doses de medicamentos nas células SM9.1, para
gue fosse possivel encontrar as dosagens que apresentasse efeito deletério. As doses
iniciais dos medicamentos utilizados nos testes foram 50 mg/ml, sendo diluidas
sequencialmente na razdo 1:2, utilizando como diluente 0,5% de DMSO
(Dimetilsulféxido) em meio RPMI-1640 suplementado. Os medicamentos utilizados,
assim como o DMSO, foram todos adquiridos da Sigma-Aldrich Inc., EUA. DMSO a
0,5% néo tem efeito toxico sobre as células (dados ndo mostrados).

Para avaliar o efeito citotoxico dos medicamentos, foi feito o ensaio de
viabilidade celular com MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Dyphenyltetrazolium
Bromide), segundo Mosmann (1983). Foram plaqueadas 2 x 10* células/poco, em
placas de 96 pogos, com meio RPMI completo. Depois de um periodo de de 24 horas,
foram adicionados 50 pL dos medicamentos sob as células, e aguardou-se mais 24
horas para adi¢cdo de 100 puL de MTT (5 mg/mL), por poco. Apds aguardar 4 horas de
incubacdo com MTT, os sobrenadantes foram retirados e 100 ul de DMSO foram
acrescentados a cada poco para dissolver os cristais de formazam formados durante
0 processo. Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia de cada po¢co em um leitor
de placas (Celer, Ltda), a 595 nm. Se trata de um teste colorimétrico em que avalia a
viabilidade celular. Como controle positivo de morte celular, foi utilizado 50 puL de
DMSO a 100%, e para o controle negativo de morte celular, foi utilizado 50 uL de meio
RPMI suplementado.



5.4. TESTE DE MANUTENCAO/CONVERSAO DE Tregs

Para analisar a interferéncia dos medicamentos sob a populacao de células
Tregs que também estavam na presenca de linhagem de trofoblastos, foram
plagueadas 10° células SM9-1/poco, com meio RPMI, em placa de 24 pocos, com
volume final de 1 ml por pogo. Foram acrescentadas também as células de timo ou
baco nas placas, na quantidade de 3x10° células por poco. De acordo com os
resultados dos testes de citotoxicidade, as doses dos medicamentos foram
escolhidas: uma dose letal para cerca de metade das células SM9.1, e outra dose sem
efeito citotoxico sobre estas células. Como controle positivo de proliferacéo, utilizamos
o mitdgeno Fitohemaglutinina (PHA; Sigma-Aldrich Inc., EUA), na concentracao de 5
pg/mL; como controle negativo, utilizamos timécitos e células do baco acrescentadas
de meio de cultura. As placas foram incubadas por periodos de 24, 48 e 72 h, a 5%
COg2, 37 °C, em estufa umidecida.

5.5. CITOMETRIA DE FLUXO

Para quantificar o efeito dos farmacos sobre a conversdo/manutencéo das
Tregs, as amostras foram marcadas com anticorpos e analisadas por citometria de
fluxo. Todos os conteudos dos pocos das placas foram retirados, nos tempos
especificos para cada andlise (24, 48 ou 72h), e adicionados em microtubos de 1,5
mL, centrifugados a 390g, 10 minutos, a 4°C. As células receberam 50 pyL de uma
solucdo de tampéo para marcacéo celular (tampéo de FACS que contém PBS, 1% de
azida e 2% de FCS) contendo anticorpos anti-CD4 (BD Bioscience Inc., EUA, n°
catalogo 12-0441-83) e anti-CD8 (BD Bioscience Inc., EUA, n° catalogo 12-0081-83).
Aguardou-se 30 min, a 4°C, ao abrigo da luz, ap6s adicdo dos anticorpos. ApGs esta
primeira incubacdo, os microtubos foram centrifugados por 5 min, 390 G, 10 °C, e
adicionado 100 pL/tubo do tampé&o cytofix/cytoperm (BD Bioscience Inc., EUA). Apos
incubacdo por 30 min, a temperatura ambiente e em camara escura, as amostras
foram centrifugadas e o0s sobrenadantes removidos. Um novo ciclo de
permeabilizacdo foi realizado com adicdo de 100 pL/tubo de tampédo de
permeabilizacdo (PBS contendo 1% de paraformaldeido e 0,5% de Tween-20), por 30
min, a temperatura ambiente, em camara escura. Novamente, foram submetidos ao
processo de centrifugacéo e, apos este periodo, houve adicdo de 100 pL/tubo de uma
solucéo contendo o anticorpo anti-Foxp3 (eBioscience Inc., EUA, n° catalogo 12-5773-
82), incubado por 1h em temperatura ambiente, cdmara escura. As amostras foram

centrifugadas e ressuspendidas em tampao de FACS e guardadas a 4 °C até leitura



7

em citdbmetro de fluxo (FACS Calibur, BD Bioscience Inc., EUA) no Nucleo de Doengas
Infecciosas (NDI) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Na Figura 2
estédo representadas as regides que foram delimitadas para analise da populacéo de
Tregs CD4+Foxp3+, tanto em culturas que receberam células do timo (Figura 2A),
quanto em culturas que receberam células do baco (Figura 2B).

5.6. ANALISE ESTATISTICA

Para comparacédo entre as doses testadas de cada medicamento, quanto
aos seus efeitos citotoxicos sobre os trofoblastos SM9.1, assim como para
comparacdo entre as diferencas dos efeitos dos medicamentos sobre a
manutencao/conversao de Tregs, testes de analises de variancia (ANOVA), com
correcdo de Tukey, foram aplicadas para verificar diferencas significativas. As
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todos os gréficos e
calculos foram realizados no programa Prism Graphics 5.0 (GraphPad Software Inc.,

EUA) e representam dados adquiridos em pelo menos 2 experimentos independentes.
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Figura 2. Exemplo da analise celular feita em citometria de fluxo. Células
retiradas de culturas que receberam células do timo (A), ou células do
baco (B), foram analisadas em citdmetro de fluxo. A regido R1 foi
definida de acordo com o tamanho e granulosidade das células (linfécitos
sao pequenos e com pouca granulosidade); a regido R2 para diferenciar as
células T CD4 das demais; com as células da regido R2 foram
determinadas as populagdes de células T CD4+ Foxp3- (quadrante inferior
direito) e T CD4+ Foxp3+ (quadrante superior direito); os resultados de

porcentagens de Tregs estdo destacados em quadrados.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. CITOTOXICIDADE DOS MEDICAMENTOS SOBRE CELULAS SM9.1

Inicialmente, foram avaliados os efeitos toxicos dos medicamentos sobre
células da linhagem de trofoblastos estabelecidos SM9.1. Estas células foram obtidas
de cones de implantacdo de camundongos no 9° dia de gestacdo. Os medicamentos
testados foram o ibuprofeno, o paracetamol, e a cefalexina (Figura 3).

A relagdo entre a toxicidade para a placenta e o desenvolvimento fetal € de
grande importancia; uma vez que a toxicidade é dose-dependente, avaliada a
viabilidade em diferentes concentracbes dos medicamentos. Em relacdo ao
paracetamol (Figura 3A), verificamos que na dose de 50 mg/ml houve reducéo de
cerca da metade da populacdo de células comparadas ao controle de células vivas.
Nas dosagens subsequentes, de 25 e 12,5 mg/ml, houve reducdo progressiva da
morte em relacdo as doses e, nas doses inferiores (6,2; 3,1; 1,6; 0,8 mg/ml), o
medicamento ndo apresentou toxicidade. Em relacdo ao ibuprofeno (Figura 3B),
verificamos que ele demonstrou ser toxico nas concentracdes de 50, 25 e 12,5 mg/ml,
sendo a dose mais alta igual ao controle de células mortas. Nas concentracfes
menores que 12,5 mg/ml, ou seja, doses iguais ou menores a 6,2 mg/ml, nao
verificamos mais citotoxicidade contra as células SM9.1. Por fim, em relacdo a
cefalexina (Figura 3C), verificamos que havia citotoxicidade na concentragéo inicial de
50 mg/ml, muito proxima a observada para o controle de células mortas; nas
concentracfes seguintes (a partir de 25 mg/ml), ndo houve citotoxicidade, mantendo-
se a viabilidade celular préxima ou acima do controle de células vivas.

Ha muitos estudos sobre os efeitos hepatotoxicos do paracetamol. Parte
do medicamento ingerido € metabolizado no figado em seu metabdlito reativo toxico
(N-acetil-p-benzoquinona imina). Segundo Barker e col. (1977), doses Unicas e
elevadas e a administracdo continua de paracetamol produzem lesbes hepaticas
como hepatite e necrose, alterando os estoques de glutationa e produzindo
metabdilitos téxicos que interferem sobre o metabolismo lipidico glicidico e protéico,
fatos de grande relevancia no contexto gestacional que se trata de um periodo
intensamente anabdlico. O crescimento e desenvolvimento fetal dependem do
metabolismo materno. Em um estudo de Stark e col. (1989), utilizando embrides de
ratos Wistar no 9° dia de gestacdo, expostos com 0,5 mM de paracetamol por 24
horas, verificaram que houve embriotoxicidade, resultando em tubo neural defeituoso.
Liew e col. (2014) observaram que gestantes que fizeram o uso do medicamento

durante a gestacgdo tiveram maior risco do bebé receber o diagnostico de disordem
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hipercinética ou vir a desenvolver défcit de atencdo/hiperatividade. Embora haja
estudos que relacionem o uso do medicamento durante a gestacao a efeitos toxicos,
seu uso é considerado seguro em todas as etapas da gravidez (AMUNDSEN et al.,
2015). A Agéncia Européia de Medicamentos (EMA) avaliou os resultados dos
estudos de efeitos adversos nos fetos e concluiu que a evidéncia atual é insuficiente
para definir a associacdo entre o uso do medicamento a esses efeitos adversos
(European Medicines Agency, 2014). Com base nos resultados encontrados em nosso
estudo, podemos observar que, mesmo em uma concentracao elevada, se comparada
as concentracdes plasméticas do medicamento em humanos (5-20 pg/ml) (SMITH et
al, 1991), o medicamento apresentou bom perfil de seguranca e baixa toxicidade;
entretanto, as doses usuais de paracetamol utilizadas para tratamento em humanos
(20 mg/kg) séo cerca de 10 vezes menores que as doses utilizadas em camundongos
(200 mg/kg) pela variagdo de metabolismo, o que pode ter interferido nos resultados
de seguranca em relacao a toxicidade, levando em consideracéo que foram utilizadas
células de camundongos e ndo de humanos em nosso experimento (CARPENTER,
2013).

Em relagcdo ao ibuprofeno, Salcedo e col. (2010), observaram defeitos
cardiovasculares e fendas palatinas em fetos nascidos de gestantes que estavam sob
o uso do medicamento; porém outros fatores como doengas maternas, ou uso de
outras drogas, ndo foram considerados e estes podem estar envolvidos nestas
malformagdes. Foi relatado por Burdan e col. (2004) um retardo no crescimento intra-
uterino e variagcdo esquelética na dose de 600 mg/kg/dia em ratos Wistar, mas nenhum
efeito teratogénico foi observado. O Unico efeito patolégico significativo observado em
um estudo feito com ratos e cédes por Adams e col. (1969) foi ulceracdo do trato
gastrointestinal (propriedade comum entre AINES). Em ratos, a dose minima que
passou a produzir lesdes foi 180 mg/kg/dia (em cachorros a dose foi 8mg/kg/dia),
sendo a varia¢do causada principalmente por causa da diferenca da concentracao do
farmaco na corrente sanguinea. Em um estudo de Damase-Michael e Hurault-Delarue
(2014), com uma grande populacao de gestantes (5325 mulheres) que fizeram uso de
ibuprofeno durante a gestacéo, ndo foi encontrado nenhuma associa¢do do uso do
medicamento a alguma ma formacdo ou toxicidade fetal. Com base nos dados da
literatura e com os resultados encontrados em nosso estudo, podemos observar que
os efeitos toxicos sobre as células sdo dose-dependentes e, em doses terapéuticas
em humanos, a concentragcdo plasmatica do medicamento € de 44,6 pg/ml

(LOCKWOOD et al.,, 1983); ou seja, bem abaixo das doses que apresentaram
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toxicidade e a dose para tratamento de camundongos € cerca de 7-15 mg/kg, estando
bem proxima da dose utilizada em humanos que é cerca de 8,5 mg/kg, sendo possivel
fazer uma correlacdo mais confiavel dos dados e o uso do medicamento em humanos
(CARPENTER, 2013).

A cefalexina, é considerada por Chien (2016) como segura e eficaz, ndo
resultando o seu uso em efeitos toxicos para gestante ou feto. E comprovado que o
medicamento atravessa a barreira placentaria e também pode ser encontrada no
fluido amniodtico e circulacdo fetal, sem produzir qualquer toxicidade (CREATSAS et
al., 1980). Os resultados apresentados em nosso estudo demonstraram toxicidade
nas ceélulas SM9-1, na dose de 50 mg/ml, que é uma concentracdo extremamente
acima do que é encontrado no organismo humano apdés a absor¢cdo do medicamento
(9-31 pg/ml) (GOWER; DASH, 1969); nas demais concentracdes, ndo houve efeito
toxico, demonstrando 6timo perfil seguranca, entretanto, as doses terapéuticas em
humanos (7 mg/kg) sdo cerca de 8 vezes inferiores a dose para tratamento de
camundongos (60 mg/kg) o que pode influenciar nos resultados de toxicidade
(CARPENTER, 2013).
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Figura 3. Citotoxicidade de medicamentos sobre trofoblastos da linhagem
SM9.1. Os medicamentos ibuprofeno (A), paracetamol (B) e cefalexina
(C). Foram adicionados em culturas de células SM9.1, em diferentes
concentracdes, por 24 h. Em seguida, a viabiliade celular foi medida pela
capaciade de conversédo de MTT (3- (4,5-dimetilazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio) em cristais de formazam; esta conversdo depende de
atividade mitocondrial, que é diretamente proporcional a quantidade de
células vivas. Os dados foram comparados com o controle negativo de
viabilidade celular (linhas pontilhadas), que consistia em células tratadas
com 100% de DMSO, e controle positivo de viabilidade celular (linhas
tracejadas), no qual as células foram tratadas apenas com meio RPMI
suplementado. Os dados séo representativos de 2 experimentos, feitos em
guadruplicatas.
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6.2. EFEITO DOS MEDICAMENTOS SOBRE MANUTENCAO/CONVERSAO DE
Tregs

Na presenca de paracetamol (Figura 4), a andlise de
manutencgao/conversao de Tregs do timo em SM9-1, por 24 horas (Figura 4a),
demonstrou que na presenca da dose maior de paracetamol (50mg/ml), a quantidade
de Tregs era semelhante ao controle de timo e meio. O paracetamol na menor dose
(6,25 mg/ml), em 24 h (Figura 4a) levou a uma quantidade de Tregs inferior a todos
os controles de células do timo. Em 48 h (Figura 4c), as duas doses levaram a
contagem inferior de Tregs comparadas aos controles. As analises de
manutencdes/conversfes de Tregs de baco (Figura 4, b e d), na presenca de
paracetamol e SM9-1, mostraram que na maior e menor dose ocorriam manutencao
de células. Com isso, mostramos que, independente da dose de paracetamol, 0s
niveis de Tregs ndo se alteraram.

Com relacéo ao ibuprofeno (Figura 5), a analise de converséo de Tregs do
timo em 24 horas (Figura 5a), na dose menos concentrada do ibuprofeno (3,13 mg/ml),
comparadas aos controles de células do timo com meio, com PHA, e com SM9-1,
demonstrou uma maior porcentagem de Tregs, proxima a 3%, identificando alteracéo
na contagem de Tregs. Esta concentracdo de Tregs estava proxima ao controle de
células do timo Oh (Figura 5a). No tempo de 48h (Figura 5c), houve um aumento na
porcentagem de Tregs na presenca de ibuprofeno, na menor dose (3,13 mg/ml), de
3% para cerca de 10%.

A analise de conversdo com células de baco, no periodo de 24h e 48h
(Figura 5b e 5d), ndo houve aumento de Tregs. Na maior concentracéo de ibuprofeno
(6,25 mg/ml), houve morte celular tanto em 24 h quanto em 48h em células do timo
(Figura 5, a e ¢) e também do baco (Figura 5, b e d).

Com relacéo a cefalexina (Figura 6), na analise de manutencdo/conversao
de Tregs de timo, no periodo de 24 horas de cultura (Figura 6a), a menor dose de
cefalexina (6,25 mg/ml) demonstrou uma elevada capacidade de
manutencao/conversao de Tregs, com porcentagem ao redor de 6%, bem acima de
todos os controles de células do timo. Também observamos que, na presenca de
cefalexina (dose maior), houve um aumento da porcentagem de Tregs para 4% em
comparacao aos controles de células de timo com meio e PHA e SM9-1 (Figura 6a).
Em 48 horas (Figura 6c¢), a maior dose de cefalexina (12,5 mg/ml) houve morte celular,

ja na menor dose, houve aumento maior da porcentagem de Tregs, demonstrando um
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efeito na manutencdo/conversédo dessas células. Nas células de bago (Figura 6, b e
d), a andlise demonstrou que, na menor dose de cefalexina ndo houve aumento na
porcentagem de Tregs em 24 (Figura 6b) e 48 horas (Figura 6d). Na maior
concentracéo (12,5 mg/ml), em 24 horas houve aumento da porcentagem de Tregs
com cerca de 17% (Figura 6b) comparadas ao controle de bago Oh com 5 %. Em 48
horas (Figura 6d), houve manutencdo na quantidade de Tregs, reduzindo sua
porcentagem. Nos casos em que foram apresentadas alta inducdo de
manutencgao/conversao de Tregs e, posteriormente, uma reducao na sua quantidade,
pode ter ocorrido a morte das células pela redugéo de nutrientes do meio.

As células no periodo de 72 horas, independende do medicamento
presente, apresentaram morte celular. O que supomos que ocorreu foi a morte por
reducdo de nutrientes do meio.

Este estudo demonstra que, na concentracéo 3,13 de ibuprofeno e 6,5 de
cefalexina ha o aumento significativo dos niveis de Tregs em culturas de células
oriundas do timo, e na dose 12,5 mg/ml de cefalexina houve aumento de Tregs no
periodo de 24 horas quando co-cultivadas com células SM9-1. Estas constatacfes
sdo interessantes porque sabemos que o0 aumento dos niveis dessas células, durante
a gestacdo, implica na tolerancia imunolégica essencial para regulacdo do sistema
imune e manutencéo do feto. Ou seja, € interessante supor que estes medicamentos
poderiam auxiliar na implantacdo e manutencdo da gravidez, do ponto de vista
imunolégico. Mas, devemos sempre levar em consideracdo que uma gravidez de
sucesso é resultado de uma série de processos fisiol6gicos e nao exclusivamente da
tolerancia imunoldgica.

A capacidade de estimular a producao de Tregs é apresentada por alguns
medicamentos e vitaminas. Por exemplo, ja foi descrito que a vitamina D (BAKDASH
et al., 2014), a rapamicina (medicamento imunossupressor) (QU et al., 2007), o &cido
acetil salicilico (medicamento pertencente ao grupo de AINES) (JAVEED et al., 2009),
a indirubin (substancia utilizada na medicina tradicional chinesa com propriedades
anti-inflamatorias) (ZHANG et al., 2007) e a dexametasona (glicocorticoide) (CHEN,
et al., 2004) tém capacidade de induzir a formacéo de iTregs. Segundo Yokoyama e
col. (2005), a administragcéo de inibidores da COX-2 induz a sobrevivéncia de enxertos
cardiacos incompativeis com o nivel de células T CD4 através da geragéo de Tregs.
Uma vez que o ibuprofeno exerces farmacoldgicamente seus efeitos anti-inflamatorios
principalmente através da inibicdo da enxima COX, levando a uma reducdo de

prostaglandinas pro-inflamatorias e, de acordo com os resultados de Yokoyama,
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podemos inferir que tem efeito sobre a geracéo de iTregs. Portanto, de acordo com
esta literatura, a variacao de expressdo de Tregs nas diferentes doses de ibuprofeno
gue encontramos podem ser devidas a dois fatores: positivo, quando estimula a
geracdo de iTregs e negativo quando atinge uma dose toxica as células, conforme
observado nas culturas de SM9-1 (Figura 3B).

Em relacdo ao paracetamol, este € bem conhecido por ndo apresentar acao
anti-inflamatoéria, o que pode justificar ndo ter demostrado acdo no aumento de
expressado de Tregs. Seu mecanismo de acdo nao foi totalmente definido ainda,
entretanto, acredita-se que exerca sua acao analgésica/antitérmica através de outra
forma, sendo sugerido estar dentro do grupo de AINES atipicos (JOZWIAK-
BEBENISTA, NOWAK, 2014).

A cefalexina € um antibio6tico pertencente ao grupo de cefalosporinas que,
segundo Forsgren (1981), apresenta efeito imunossupressor; este, em seu estudo,
demonstrou que ha inibicdo da resposta linfocitaria e, assim como no estudo de
Chaperon e Sanders (1978). Entretanto, ndo é possivel de se determinar se a reducao
da resposta proliferativa se devia a um efeito direto do medicamento sobre as células
T efetoras ou as Tregs (ROUVEIX, GROULT, LEVACHER, 1987). O aumento da
resposta imunossupresora também justifica a baixa incidéncia de reacgbes de

hipersensibilidade em compara¢édo com as penicilinas, quando a cefalexina é utilizada.
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Figura 4. Expressao da concentracdo de Tregs presentes no timo e baco e SM9-

1 com paracetamol. (a) timo com SM9-1 e paracetamol 24 horas (c)

concentracdo de Tregs no timo e SM9-1 com paracetamol 48 horas (b)

concentracdo de Tregs no baco e SM9-1 com paracetamol 24 horas (d)

concentracdo de Tregs no baco e SM9-1 com paracetamol 48 horas. Como

controle foram usadas células do timo e baco Oh, 24h e 48h, células do timo
e baco com PHA 24h e 48h e células do timo e baco com SM9-1 24h e 48h.

A dose menos concentrada do paracetamol foi 6,25 mg/ml e a mais

concentrada foi 50 mg/ml.
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Figura 5. Expressao da concentracdo de Tregs presentes no timo e baco e SM9-
1 com ibuprofeno. (a) timo e SM9-1 e ibuprofeno 24 horas (c) concentracao
de Tregs no timo e SM9-1 com ibuprofeno 48 horas (b) concentracédo de
Tregs no baco e SM9-1 com ibuprofeno 24 horas (d) concentracéo de Tregs
no baco e SM9-1 com ibuprofeno 48 horas. Como controle foram usadas
células do timo e baco Oh, 24h e 42h, células do timo e baco com PHA 24h
e 48h e células do timo e bagco com SM9-1 24h e 48h. A dose menos
concentrada do ibuprofeno foi 3,13 mg/ml e a mais concentrada foi 6,25

mg/ml.
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Figura 6. Expressado da concentracdo de Tregs presentes no timo e baco e SM9-

1 com cefalexina. (a) timo com SM9-1 e cefalexina 24 horas (c)

concentracdo de Tregs no timo e SM9-1 com cefalexina 42 horas (b)

concentracdo de Tregs no baco e SM9-1 com cefalexina 24 horas (d)

concentracdo de Tregs no baco e SM9-1 com cefalexina 42 horas. Como

controle foram usadas células do timo e baco Oh, 24h e 42h, células do timo
e baco com PHA 24h e 24h e células do timo e baco com SM9-1 24h e 42h.
A dose menos concentrada de cefalexina foi 6,25 mg/ml e a mais

concentrada foi 12,5 mg/ml.
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5. CONCLUSOES

O paracetamol gerou progressiva morte celular em células de trofoblastos
(SM9-1), nas concentracdes de 12,5, 25,0 e 50,0 mg/ml. O ibuprofeno causou morte
de SM9-1 nas concentra¢fes de 50,0, 25,0 e 12,5 mg/ml e a cefalexina levou & morte
celular apenas na concentracdo de 50 mg/ml.

O paracetamol néo interferiu na manutencéo/conversao de Tregs. Ja o
ibuprofeno, na dose menor (3,13 mg/ml) sob células do timo influenciou na
manutencgao/conversao de Tregs e, por fim, a cefalexina, na dose de 6,25, influenciou
na manutencao/conversdo de Tregs do timo e na dose e 12,5 mg/ml aumentou a
porcentagem de Tregs do baco.

Desta forma, podemos concluir que os tratamentos in vitro com ibuprofeno
e cefalexina sdo positivos para manutencdo/conversao de Tregs quando estdo na
presenca de trofoblastos. Hipoteticamente, este efeito positivo poderia tornar as
gestantes mais propensas a tolerancia fetal, que seria benéfico para prevencéo de

rejeicdo do feto pelo sistema imunologico materno.
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