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RESUMO

Muitos sdo os agentes externos/ambientais que podem interferir no curso da gravidez
e resultar em alteracdo no perfil de citocinas maternas, tendo como consequéncia
importantes complicagcbes tanto para a gestante, quanto para o feto. As alteragbes
congénitas resultante de complicagbes maternas, por exemplo, geram importante
impacto na vida dos pais e da crianca acometida, assim como para a comunidade
onde vivem. Casos de infeccdo por ZIKV em periodo gestacional sdo diretamente
relacionados a microcefalia e demais alteracdes neuroldgicas e de desenvolvimento
fetal geral, consequéncias graves que permanecem sem diagnéstico preciso. Nesta
perspectiva, inUmeros estudos buscam elucidar questdes pendentes quanto a
mecanismos, formas de infeccdo e atuacdo do sistema imunolégico, assim como
possiveis formas de tratamento nos casos de alteracao no perfil de citocinas maternas
e suas consequéncias, tendo em vista a relevancia clinica e beneficio para os
pacientes acometidos. Sendo assim, objetivou-se avaliar e sintetizar informacgdes
disponiveis na literatura quanto ao perfil de citocinas maternas no decorrer da
gestacdo com a presenca de feto com alteragbes congénitas, assim como: avaliar
alteracdes no perfil de citocinas de camundongos gestantes, devido infec¢éo por ZIKV
durante periodo gestacional, e caracterizar vias e possiveis biomarcadores
associados. Para tanto, a realizacdo de revisad sistematica da literatura foi realizada,
junto a estudo pré-clinico. As evidéncias relatadas reforcam o papel e importancia do
sistema imunolégico materno no decorrer da gravidez e ressaltam a necessidade da
busca constante pela compreencao, de fato, da atuacéo do sistema imunolégico em
diferentes cenarios a fim de que se possa tracar perfis. O conhecimento a respeito do

perfil de citocinas maternas pode vir a auxiliar no planejamento, diagndstico e
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tratamento de doencas envolvendo tanto a gestante, quanto o feto, sendo importante

aliado clinico no desfecho de inimeras doencas.

Palavras-chave: citocinas maternas, anomalias congénitas, perfil de citocinas, Zika

virus, anormalidades fetais.
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ABSTRACT

Many external/environmental agents can interfere in the course of pregnancy and
change the profile of maternal cytokines, resulting in important complications for both
pregnant women and fetuses. Congenital anomalies resulting from maternal
complications, for example, generate an important impact on parents, the affected
child, and the community where they live. Cases of ZIKV infection during pregnancy
are directly related to microcephaly and other neurological and general fetal
development changes, serious consequences that remain without a precise diagnosis.
In this perspective, numerous studies seek to elucidate pending questions regarding
the mechanisms, forms of infection and the performance of the immune system, as
well as possible forms of treatment in cases of alteration in the maternal cytokine
profile and its consequences, in view of the clinical relevance and benefit for the
affected patients. Therefore, the objective was to evaluate and synthesize information
available in the literature regarding the profile of maternal cytokines during pregnancy
with the presence of a fetus with congenital alterations, as well as: to evaluate
alterations in the cytokine profile of pregnant mice, due to ZIKV infection during
gestational period, and to characterize pathways and possible associated biomarkers.
Therefore, a systematic literature review was carried out, together with a pre-clinical
study. The reported evidence reinforces the role and importance of the maternal
immune system during pregnancy and emphasizes the need to constantly seek to
understand, in fact, the role of the immune system in different scenarios in order to
draw profiles. Knowledge about the profile of maternal cytokines can help in the
planning, diagnosis and treatment of diseases involving both the pregnant woman and

the fetus, being an important clinical ally in the outcome of numerous diseases.
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Keywords: maternal cytokines, congenital anomalies, cytokine profile, Zika virus, fetal

abnormalities.
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INTRODUCAO

O sistema imunoldgico atua através de inUmeras vias e cascatas de sinalizagdo
buscando equilibrio e prote¢cdo para o corpo humano. As células que atuam na
imunidade inata e adaptativa exercem grande funcdo na homeostase metabdlica,
formando perfil de citocinas ideal conforme as necessidades fisioldgicas. O perfil de
citocinas é determinado e se altera em resposta a presenca ou nao de agentes
infecciosos, toxinas, patologias, traumas, e até mesmo em processos fisiologicos
naturais, como durante a gravidez (SARAFANA et al., 2007; CRUVINEL et al., 2010;

ABU-RAYA et al., 2020).

O perfil de citocinas maternas apresenta altera¢des desde o inicio da gestacéo,
preparando e adaptando o corpo a ponto de deixa-lo apto e receptivo para
implantagdo do embrido, quando ainda blastocisto, assim como para o
desenvolvimento do feto e estruturas adjacentes. Estudos cientificos tém
demonstrado a importancia da atuacao do sistema imunolégico e como este age na
gestacdo com desenvolvimento normal — sem parto prematuro, com feto saudavel e
sem complicacbes para a gestante. Nesta mesma linha, alteracdes quanto a
processos gestacionais que apresentam variacdes também vem sendo estudadas.
Parto prematuro, ruptura da membrana, infeccbes virais e bacterianas, diabetes
gestacionais, acdo de agentes ambientais téxicos, entre outras que,
consequentemente, podem resultar em anomalia no feto, tem demonstrado certos
padrdoes de alteracdes de citocinas maternas, os quais a ciéncia tem procurado

mapear (CRUVINEL et al., 2010; ABU-RAYA et al., 2020).

Como exemplo, quando em contato com inflamacao intrauterina o padréo de

expressao génica no cérebro pode ser alterado, tendo efeito significativo em vias
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envolvidas em déficits neurocomportamentais, motores, psicossociais e estruturais,
podendo resultar em alterac6es congénitas. Para tanto, mecanismos entre resposta
inflamatoéria e lesdo fetal pré-natal devem ser melhor elucidados para viabilizar o

tracado de estratégias terapéuticas e de diagndéstico (SMITH et al., 2007).

Ja em casos de infeccdo por ZIKV em gestantes, microcefalia fetal e alteracdes
entre outras alteracdes congénitas sao relatadas. Contudo, o diagnéstico de infecgéo
ainda é bastante limitado, dificultando tratamento. Neste sentido, h& perspectivas
guanto a melhora do diagndstico e tratamento da infeccédo por ZIKV, resultando em
melhor progndéstico, sendo perfil de citocinas maternas possivel fonte promissora de

informacdes.

Frente ao exposto, € evidente e de conhecimento cientifico, o quanto a
dindmica do sistema imunolégico e sua regulagcdo no decorrer da gestacdo sao
determinantes para bons resultados. Contudo, as informac¢des que se tem atualmente
ainda séo escassas quando se trata de diagndstico, planejamento e aplicacao a nivel

terapéutico.

REVISAO DA LITERATURA

1 Estratégia para selecionar e localizar as informacgdes

A partir das bases de dados on-line PubMed (U.S. National Library of Medicine,
U.S. National Institutes of Health), SciELO (Scientific Electronic Library Online) e
LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude), realizou-se
a revisdo sistematica da literatura. Livros e diretrizes de Orgdos nacionais e

internacionais também foram considerados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3140629/#R98
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O total de artigos encontrados para cada base resultou de buscas utilizando as

palavras-chave: “maternal cytokines”, “congenital anomalies”, “cytokine profile”,

“pregnancy”, “Zika virus”, “fetal abnormalities”, e combinacdes (Tabelal).

Especificagao dos descritores:

1- Citocinas maternas, “maternal cytokines”

2- Anomalias congénitas, “congenital anomalies”

3- Perfil de citocinas, “cytokine profile”

4- Gravidez, “pregnancy”
5- Zika virus
6- Anormalidades fetais, “fetal abnormalities”

Tabela 1: Revisao Sistematica da Literatura. Fonte: Da autora.
Combinacdes PubMed | Scielo | LILACS
1 11335 18 64
2 676039 | 209 8690
3 60053 90 216
4 1061994 | 4272 | 36466
5 9448 322 804
6 84817 120 3784
1+2 203 0 0
1+3 1055 3 9
1+4 7694 11 51
1+5 44 0 0
1+6 484 1 2
2+3 290 0 0
2+4 82099 24 1084
2+5 1397 7 48
2+6 54860 6 2916
3+4 1760 3 11
3+5 61 1 1




3+6 61 0 0

4+5 2069 44 170
4+6 60892 51 0

5+6

1+2+3 22 0 0

1+2+4 140 0 0

1+2+5 14 0 0

1+2+6 94 0 0

1+3+4 747 2 7

1+3+5 7 0 0

1+3+6 44 0 0

1+4+5 35 0 0

1+4+6 446 1 1

1+5+6 13 0 0

2+3+4 31 0 0

2+3+5 9 0 0

2+3+6 28 0 0

2+4+5 926 1 20
2+4+6 39989 4 848
2+5+6 420 0 34
3+4+5 420 0 0

3+4+6 63 0 0

3+5+6 5 0 0

4+5+6 383 0 19
1+2+3+4 18 0 0

1+2+3+5 3 0 0

1+2+3+6 15 0 0

1+2+4+5 13 0 0

1+2+4+6 83 0 0

1+2+5+6 9 0 0

1+3+4+5 5 0 0

1+3+4+6 2 0 0

1+3+5+6 2 0 0

1+4+5+6 12 0 0

2+3+4+5 6 0 0

2+3+4+6 17 0 0

2+3+5+6 5 0 0

2+4+5+6 339 0 14
3+4+5+6 5 0 0

1+2+3+4+5 3 0 0

1+2+3+4+6 13 0 0

1+2+3+5+6 2 0 0

20



21

1+2+4+5+6
1+3+4+5+6
2+3+4+5+6
1+2+3+4+5+6
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Com base nessas informacdes, titulos e resumos dos artigos foram analisados
e os trabalhos relacionados aos objetivos aqui propostos foram obtidos em seu
formato original. A etapa final de inclusdo ou excluséo dos trabalhos ao referencial
bibliografico se deu a partir da leitura completa dos mesmos. Por fim, o material de
interesse foi selecionado e 161 artigos firam utilizados para o desenvolvimento da

escrita introdutoria.
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2 Mapa conceitual

O perfil de citocinas materno durante o periodo de gravidez revela informacdes
importantes a respeito do cenério gestacional, tendo relevancia tanto para questfes
relacionadas a saude da mae, quanto a saude do feto. Citocinas como marcadores e
indicadores de complicacdes maternas e do desenvolvimento embrionario vem sendo
cada vez mais pesquisadas, tendo em vista que modificacbes bruscas no perfil de
citocinas maternas durante a gestacédo podem indicar problemas graves, entre elas:
pré-eclampsia, parto prematuro, infeccdo materna e/ou fetal - complicagcbes no

desenvolvimento fetal e alteragdes congénitas.

Neste contexto, ha descobertas recentes, porém muitas ainda pouco
exploradas. O mapeamento e perspectivas quanto a aplicagéo de terapias a partir de
resultados adversos de citocinas durante a gravidez ainda € bastante limitado e

incipiente.

Avancos nesse sentido sdo esperados pelo meio cientifico a fim de
proporcionar melhores progndésticos para a populacdo de risco aqui evidenciada.
Além disso, uma melhor avaliacdo do que ja estad descrito na literatura se torna
fundamental, tendo em vista a necessidade de relacionar informacdes obtidas, com
planejamento de trabalhos futuros e possiveis aplicacdes na area. Sendo assim, a
metodologia de revisdo sistemética da literatura se torna fonte promissora de

informacdes (Figura 1).
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Figura 1. Mapa conceitual esquematico. Fonte: Da autora.

3 Perfil de citocinas maternas e alterag6es congénitas fetais

3.1 Gestacdo e saude da mulher

Grandes mudancas fisiolégicas, imunologicas, fisicas e psicologicas séo
observadas no corpo feminino no decorrer da gestacdo. Adaptagcbes maternas
ocorrem com o intuito de permitir o desenvolvimento fetal sem a percepc¢éo de que
seria um corpo estranho, proteger a saude da mulher e preservar o desenvolvimento
fetal de patdégenos e possiveis respostas imunologicas exacerbadas, provocadoras
de anomalias e consequéncias danosas aos individuos envolvidos (CRUVINEL et al.,

2010; SPENCE, et al., 2021).

ap apepliqissod
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Logo nos primeiros dias do processo gestacional, mudancas fisioldgicas e
comportamentais podem ser observadas em decorréncia de variagdes
hormonais. Entre os sintomas iniciais mais recorrentes, além da interrupcao do ciclo
menstrual, pode-se mencionar fadiga, seios sensiveis, nauseas, aversao a alimentos

especificos, oscilagbes no humor, acréscimo de ou perda de peso e cefaleia.

No entanto, ha variedade de muta¢gBes muito além do perceptivel. Complexas
e minuciosas, ocorrem, por exemplo, no sistema imunoldgico, que passa a ter grande
interacao entre as proteinas de fase aguda, de coagulacao, sistemas complementares

e expressao de citocinas (Figura 2) (ABU-RAYA et al., 2020; SPENCE, et al., 2021).

Higher in pregnancy
\ 2 \
\2
\ \ \=%
\ \% 3

Tregs

Eosinophils; Basophils; CD4/CD8 subsets
gG Fe fucosylation; NK subsets

T cells; NX cells

Lower in pregnancy

t
8! v b ol | 2% trimester I 3" trimester

Figura 2. Alteragdes nos componentes do sistema imunol6gico materno
durante a gravidez com base na literatura atual. Fonte: ABU-RAYA et
al., 2020.

Junto a isso, cuidados importantes sao indicados, como por exemplo o controle
e ingestdo de acido folico para a prevencéo de defeitos do tubo neuronal. Durante o
primeiro trimestre de gestacdo (entre 1 e 14 semanas), o risco de aborto € maior,

sendo indicado a ingestdo de vitaminas e evitar uso de bebidas alcéolicas,
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medicamentos e fumo, assim como ingestdo de cafeina entre outras substancias
abortivas. Drogas ilicitas devem ser evitadas para minimizar as chances de defeitos

congénitos (CRUVINEL et al., 2010; ABU-RAYA et al., 2020).

No decorrer dos meses 0 acompanhamento de sinais vitais da gestante e do
feto sdo controlados de maneira periodica, a fim de monitorar, prevenir e tratar o
necessario. Peso, estado nutricional, bom funcionamento fisiol6gico através do
monitoramento de marcadores e realizacdo de exames vasculares sdo de suma
importancia. Concomitante, é realizado o acompanhamento do desenvolvimento fetal,
a partir de parametros de crescimento e desenvolvimento a serem seguidos

(SARAFANA et al., 2007; CRUVINEL et al., 2010; ABU-RAYA et al., 2020).

Nestes diferentes periodos a dinamica do sistema fisioldgico, células
imunoldgicas, citocinas e demais vias envolvidas sofrem alteracBes drasticas para
permitir que a gestacéao siga de forma saudavel tanto para a mée, quanto para o feto.
No processo em curso, a protecao imunolégica da vida em formacéo deve ser eficaz
sem causar danos para o individuo que gera o feto. Nessa circunstancia, cabe
considerar o fato de que o sistema imunologico pode considerar o feto com um
enxerto semi-alogénico, sendo necessario modulacdo para tolerar e proteger os
individuos envolvidos de possiveis danos imunomediados, assim como contra

patdgenos (YOCKEY; IWASAKI, 2018).

Nessa perspectiva, alteragdes dinamicas sao observadas na resposta imune
materna e fetal, dependente da fase da gestacédo e do desenvolvimento fetal. Estes
mecanismos sao cruciais para o sucesso reprodutivo. Contudo, as vias e cascatas de
sinalizacdo que asseguram a acgao, controle e efetividade desses processos no

decorrer da gravidez ainda ndo sdo elucidados de modo satisfatério a ponto de
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auxiliar diagnésticos e tratamentos (PAZOS et al, 2012; KOLLMANN et al.,

2017; YOCKEY; IWASAKI, 2018).

3.2 Gestacgao e desenvolvimento fetal

O desenvolvimento fetal inicia com a fecundacdo dos gametas, formacao do
zigoto e implantagdo do embrido (blastocisto) na parede do endométrio. A partir da
adesdo, a massa interna do blastocisto confere continuidade a diviséo e diferenciacéo
celular. A massa interna dara origem ao feto, e a camada externa do embrido,
trofoectoderma, dara origem a placenta que, junto a estruturas adjacentes, se
preparam para dar suporte ao bebé, dando inicio a interagédo entre mae e feto (ABU-

RAYA et al., 2020).

Quanto a diferenciacdo celular, apés fase de blastula, se da inicio a
gastrulacdo, etapa caracterizada pela formacdo de trés camadas germinativas:
ectoderme, mesoderme e endoderme. A ectoderme dara origem ao Sistema Nervoso
Central (SNC) e periférico, olhos, parte interna dos ouvidos e pele. A mesoderme
originard o coracao, o sistema circulatorio e a base dos 0ssos, ligamentos, rins e
sistemas reprodutivos do bebé. Ja os pulmdes e os intestinos se desenvolvem nas
camadas mais internas das células, chamadas de endoderme (INGSTRUP et al.,

2016; ABU-RAYA et al., 2020).

O primeiro trimestre (entre 1-14 semanas) € um periodo critico para o feto,
guando orgaos e estruturas fundamentais tomam forma. Logo nas primeiras semanas
(3-4 semanas apds concepcao), a neurulacdo é responsavel pelo desenvolvimento
do tubo neural, dando suporte as estruturas que originardo o cérebro e a medula
espinhal. Na sequéncia, inicia-se a formacdo do coragdo e outros orgaos, olhos e

ouvidos. Entre a sétima semana e décima segunda semana o nariz, membros
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inferiores e superiores, olhos e genitais se tornam aparentes. Ao final da 12 semana
as estruturas intestinais ja estardo presentes, dando continuidade ao crescimento e

maturacdo dos 6rgaos e estruturas (INGSTRUP et al., 2016).

Em relacdo ao sistema imunoldgico, este inicia com a producéo de células-
tronco hematopoiéticas (CTHs) durante a embriogénese, diferenciando-se em células
mieloides e linfoides no decorrer da gestagéo (TAVIAN et al., 2010). Em relacdo a
imunidade inata, macrofagos embrionérios sdo descritos como as primeiras células
imunes encontradas no saco vitelino nas primeiras semanas (entre 3-4 semanas),
distribuindo-se pelas estruturas fetais no decorrer da gestacdo — figado ente 7-8
semanas de gestacdo; ganglios linfaticos entre as semanas 11 e 13; medula timica
em desenvolvimento por volta da 162 semana (JANOSSY et al., 1986; GINHOUX et

al., 2014).

Mondécitos sdo detectados em grande quantidade apds dois meses de
concepc¢ao, aumentando de acordo com a idade gestacional (YGBERG et al., 2012;
GINHOUX et al., 2014), enquanto neutrofilos apresentam niveis circulares baixos, que
aumentam apenas apos as 31 semanas. Células dendriticas, que se originam de
células progenitoras mieloides e linfoides, sdo o elo entre imunidade inata e
adaptativa. Células células exterminadoras naturais (do inglés, Natural Killer cell) (NK)
sdo detectadas a partir da 62 semana de gestacdo, estando em niveis elevados nas

fases finais (DAVIES et al., 1992; LIU; NUSSENZWEIG, 2010).

Ja aimunidade adaptativa inicia-se com o desenvolvimento do timo (62 semana
de gestacao) e surgimento de células T progenitoras, na 8 semana. Células B,
derivadas de CTHs sao detectadas a partir da 72 semana na medula 6ssea e figado

fetal, estado presente da circulacdo a partir da 122 semana de gestacdo, dando
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continuidade no processo de expressao de imunoglobulinas (BOFILL et al., 1985;
NAGASAWA, 2006). De forma geral, em fase gestacional, as repostas do sistema
imune adaptativo fetal sdo reguladas negativamente em funcdo do equilibrio
imunolégico entre mae e feto, por meio da acdo de imunossupressores locais,
atuacdo de células T reguladoras (Tregs) no ambiente intrauterino e auséncia de

migracao local de células dendriticas (RUGELES; SHEARER, 2004).

O avanco da gravidez e desenvolvimento fetal ndo podem ser prejudicados por
consequéncia de respostas a processos inflamatérios. Frente a isso, células do
sistema imune, como macrofagos, e demais mediadores sdo escassos. De forma
geral. resposta Thl € suprimida e Th2 regulada positivamente, sendo este processo
conduzido por mediadores da placenta — citocinas anti-inflamatérias e progesterona,

por exemplo (MARODI, 2006).

De forma resumida e mais especifica, o perfil de citocinas fetais é caracterizado
por baixos niveis de IFNs tipo | (IFN-a e IFN-y) e IL-12; e niveis elevados de citocinas
inflamatérias inatas IL-1B, IL-6, IL-23; assim como nivel de IL-10 (MARODI, 2006;

VAN WELL et al. 2017).
3.3 Sistema imunoldgico materno e fetal no decorrer da gestacao

O sistema imunolégico tem papel central na manutencao e desenvolvimento da
gravidez bem-sucedida através de processos de imunomediados. Logo nas primeiras
etapas, macréfagos atuam de forma essencial para dar inicio no processo de gravidez
atraveés da manutencao do corpo liteo e mediacéo dos niveis de progesterona (CARE

et al., 2013; YOCKEY et al., 2018).
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Junto com as primeiras alteracdes imunoldgicas, o microambiente remodelado
para a geracao e desenvolvimento fetal ativa mecanismos que previnem respostas
imunes anti-fetais. De forma simplificada, a viabilidade da tolerancia aos antigenos
fetais é resultado da regulacdo da expressdo de quimiocinas, citocinas especificas,
restricdo da migracao de células dendriticas para linfonodos e controle da dinamica
dos niveis de células Treg (células T CD4 e CD8) (COLLINS et al., 2009; ROWE et

al., 2011).

Ja na fase que segue, o momento da implantacédo, ha estimulacdo materna de
citocinas inflamatorias resultantes de reacdo inflamatéria decorrente da invaséo e
fixacdo do blastocisto no endométrio. Niveis elevados de IL-6 e fator inibidor de
leucemia (LIF) e IL-1 s&o observados nessa fase, assim como aumento de leucdcitos
(células NK, macroéfagos, linfécitos) (GRIFFITH et al., 2017; LIU et al., 2017). A funcdo
do TNF-a é igualmente relevante, tendo em vista a rede de sinalizacdo que gera entre
o citotrofoblasto e a estrutura uterina, garantindo a invasao embrionéria. Esses fatores
entram em contato direto com trofoblasto/placenta em desenvolvimento e, por
consequéncia, desvio de funcdes e/ou alteragbes exacerbadas podem gerar aborto,
pré-eclampsia e nascimento prematuro (LINDEHAMMER et al., 2011; ZENCLUSSEN;

HAMMERLING, 2015).

O blastocisto, apos eclosédo da zona pelucida e invasdao do endométrio, inicia
a diferenciacao do trofoblasto. Falhas de implantacéo nesta fase sao relatadas, tanto
em gravidez natural quanto em tratamentos envolvendo reproducdo humana
assistida. Anormalidades genéticas, falha de ecloséo e processo de invasao celular,
assim como anormalidades endometriais, desequilibrio imunologico e demais fatores

maternos podem estar envolvidos no insucesso da gravidez nesta etapa (SIMON;
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LAUFER, 2012; APLIN; RUANE, 2017). Conforme resultados de experimentos in
vitro, nesta fase os macréfagos acabam por estimular a sobrevivéncia e diferenciagcédo
do trofoblasto, enquanto o trofoblasto promove a producdo de citocinas e

recrutamento de monécitos (ROZNER et al., 2016; FEST et al., 2007).

Apo6s a implantacdo a dindmica do sistema imunolégico sofre alteragbes
importantes, dando inicio, de forma efetiva, a interface materno-fetal (PRABHUDAS
et al., 2015). Quanto ao processo de desenvolvimento da placenta, estrutura de
ligacdo entre o sangue materno e o feto, possibilita trocas gasosas e de nutrientes
por meio das estruturas trofoblasticas vilosas e extravilosas. A formacao deficiente
das vilosidades pode resultar na interrupcdo da gravidez de forma precoce e pré-
eclampsia, por exemplo, enquanto a invasdo excessiva das vilosidades pode ser
correlacionada a hemorragias pés-parto e anemia materna (TANTBIROJN et al.,

2008; TESSIER et al., 2014).

Além disso, a estruturacdo e efetividade da atuacdo da placenta € de suma
importancia para a gravidez tendo em vista que esta também atua como barreira
fisica, protegendo o feto de infeccdes (ARORA et al., 2017). O bloqueio dessa rota de
entrada do patégeno requer um conjunto diferente de mecanismos imunoprotetores
que abrange, de forma resumida, duas vias: atuacdo de célula sincicio -
multinucleadas que constituem a barreira entre o sangue materno e fetal na placenta
- e através das células decidual natural killer (NK) periféricas (VAN EGMOND et al.,

2016).

A barreira a infecgbes néo é a unica forma de protecédo ao feto. A resposta
imunologica materna atua a partir de anticorpos IgG que séo transpassados a partir

do inicio do segundo trimestre (13 semana) para o feto (PALMEIRA et al., 2012;
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JENNEWEIN et al., 2017). Apesar desses e de outros mecanismos de defesa,
patdgenos utilizam vias alternativas, ainda pouco elucidadas, pelas quais se torna

possivel atingir o feto, muitas vezes de forma indireta (YOCKEY; IWASAKI, 2018).

A respeito da transferéncia de mediadores inflamatorios inatos da mée para o
feto, como por exemplo citocinas, o conhecimento é limitado (AALTONEN et al.,
2005). H4 a hipdtese de que, quadros que levam ao aumento exacerbado do nivel de
citocinas no sangue materno, acompanhado por niveis de citocinas aumentados no
sangue do cordao umbilical, podem influenciar de forma direta no desenvolvimento
fetal (BUNDERS et al.,, 2014; HONG et al., 2015). Direcionando para esta teoria,
trabalhos relatam que, apdés estimulacdo imunolégica materna, em periodo
gestacional, niveis aumentados de citocinas inflamatérias foram detectados em
amostras sanguineas maternas, em fluidos amnioticos e em tecidos fetais, como por

exemplo o cérebro (FORTIER et al., 2004; GAYLE et al., 2004).

Quanto ao terceiro trimestre de gestacéo, este é caracterizado pela maturacao
da estrutura do cérebro e vias neuronais, estruturas ainda bastante vulneraveis. A
ativacao do sistema imunolégico materno, sistema imunolégico inato e adaptativo,
apos infeccdo, estresse, saude fisica deficiente e inflamag¢do permanecem sendo
decisivas para o resultado gestacional final (THOMPSON et al., 2009; TAU;

PETERSON, 2010; ESTES; MCALLISTER, 2016; SPANN et al., 2018).

No decorrer de toda a gravidez uma caracteristica bastante relatada sobre o
perfil de citocinas maternas frente a uma gravidez bem sucedida € a atuacdo mutua
e equilibrada envolvendo respostas do sistema imunoldgico envolvendo Thl e Th2.
Em um cenério considerado ideal, as células Th1l produzam predominantemente IL-

1b, IL-2, IL12, IL-15, IFN-y e TNF-a e as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
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IL-13 e fator estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF)
(MURPHY; REINER, 2002). O predominio de Th2 durante grande parte do tempo,
caracteriza de maneira geral o perfil de citocinas de uma gravidez considerada
normal, mediando tolerancia materna e continuidade do desenvolvimento da gravidez

(PHILLIPS et al., 1999; LINDEHAMMER et al., 2011).

No entanto, evidéncias apontam que, embora IL-2 seja habitualmente
associada a Thl, esta também pode ser produzida por todos Células T auxiliares no
principio de sua ativacao, retratando resposta Th2 (COTE-SIERRA et al., 2004). Em
geral, as citocinas Th1l inibem proliferacdo de células Th2, enquanto as citocinas Th2
bloqueiam a ativacéo de células Thl, mantendo assim um ajuste no equilibrio do
sistema imunoldgico. O exemplo descrito a respeito da dindmica da IL-2 também pode
ser observado quando avaliadas outras citocinas e reguladores imunoldgicos,
revelando a complexidade do processo (ABBAS et al., 1996; LINDEHAMMER et al.,

2011).

Ainda, células NK (leucécitos), mastdcitos e IFN-y atuam na remodelagéo das
artérias espirais maternas. Células NK secretam fatores de crescimento, tendo
comunicacéo direta com o feto e quando apresentam nivel diminuido podem levar a
restricdo de crescimento (resultados em camundongos), indicando papel fundamental
desses fatores logo no inicio da gravidez ) (MURPHY et al., 2009; FU et al., 2017; LIU

et al., 2017; YOCKEY et al., 2018).

Ja no momento do parto, quando em periodo e condi¢cdes normais, o0 sistema
imune materno trabalha de forma coordenada em busca de um ambiente proé-
inflamatorio, com a atuacao de neutrofilos, macréfagos, aumento dos niveis de 1L-1(,

IL-8, TNF e ativacao de NFkB (CHRISTIAENS et al., 2008 ; RINALDI et al., 2017).
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Casos de gravidez com parto prematuro estdo associados a niveis elevados
de TNF-q, IFN-y, IL-2 e IL-12 em plasma materno — citocinas habitualmente mediadas
por Thl, contribuindo com o pressuposto de que este cenario durante periodo
gestacional pode estar relacionado com anormalidades (WEGMANN et al., 1993;

GARGANO et al., 2008).

Em relagdo a fatores externos, fatores ambientais como infecgdes virais,
restricdo alimentar, obesidade e estresse psicolégico durante a gravidez podem
causar mudancas no perfil de citocinas da mae, assim como modulagao da resposta
imunolégica no ambiente intrauterino. Essas alteracdes tém sido associadas a doenca
na prole, predispondo o feto a desenvolver patologias como diabetes tipo 1,
esquizofrenia, complicacdes neuroldgicas e cardiovasculares, e doenca celiaca

(PAINTER et al., 2005; ASHDOWN et al., 2006; ELFVING et al., 2008).

Alteracdes no perfil de citocinas pro-inflamatérias, como aumento dos niveis
de IL-6, IL-8 ou TNF-a por contato materno com agentes infecciosos e consequéncias
no desenvolvimento fetal, sdo os casos mais estudados entre as alteracdes na
homeostase imunoldgica em periodo gestacional. IL-6, por exemplo, quando em
niveis aumentados na circulacdo materna € relacionada a déficits sociais e
comportamental da prole, assim como demais disturbios neurolégicos (WU et al.,

2017; GHASSABIAN et al., 2018; RUDOLPH et al., 2018; THURMANN et al., 2019).

Funcao celular, migracdo, comunicacéao ceélula-célula, proliferacéo e expressao
génica sao fatores mediados por citocinas e IFNs no decorrer da gravidez saudavel.
Portanto, quando em descompasso, podem atuar como agentes teratdgenos e

interromper cascatas de sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento fetal e
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placentario, resultando em defeitos congénitos e demais complicagbes

(LINDEHAMMER et al., 2011).

Tais evidéncias reforcam o papel e importancia do sistema imunolégico materno
no decorrer da gravidez, assim como ressaltam a necessidade da busca constante
pela ciéncia por compreender de fato o funcionamento do sistema imunolégico em
diferentes cenarios a fim de que se possa tracar perfis. O conhecimento a respeito do
perfil de citocinas maternas pode vir a auxiliar no planejamento, diagnostico e
tratamento de doengas envolvendo tanto a gestante quanto o feto, sendo importante

aliado clinico no desfecho de inimeras doencas.
3.4. Perfil de citocinas especificas

Inimeros séo os artigos que tratam do perfil de citocinas materno durante a
gravidez saudavel. Embora se observe diferentes resultados entre citocinas e niveis
detectados entre as amostras avaliadas quando comparado um estudo com outro, ha
algumas citocinas bastante discutidos e que séo de grande relevancia, entre elas IFN-

Y, TNF-q, IL-6, IL-2, IL-10 e IL-4.

3.4.1. Interferon-gama (IFN- y)

No cenério considerado normal da gravidez, o Interferon-gama (IFN-y),
citocina pro-inflamatoria, € secretada como um dos fatores da resposta imune a
padroes moleculares associados a danos (DAMPs) ou padrbes moleculares
associados a patdogenos (PAMPs), sendo considerada fator chave na resposta a
patdgenos virais. E secretado por células imunes, como NKs e células Thl. Quando
atuando, se liga a receptores heterodimeéricos (IFN- y R1, IFN- y R2), estimulando a

via de sinalizacdo JAK-STAT (the janus kinase/signal transducer and activator of
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transcription), que passa a coordenar respostas imunes (CHESLER et al.,, 2002;
MOGENSEN et al., 2009). Na interface materno-fetal, est4 envolvido na remodelacao

vascular endometrial e a angiogénese.

Em se tratando da concentracdo de IFN-y nos diferentes trimestres de
gravidez, estudos divergem, variando entre resultados que apresentam semelhanca
das concentracbes entre 0s trimestres, enquanto outros relataram
significativamente concentragdes mais baixas de IFN-yno terceiro trimestre em
comparacao com os demais (DORIA et al., 2012, ROSS et al., 2016) ou ainda relatam
concentracfes mais altas de IFN-y no terceiro trimestre em comparagcdo com o
segundo. Frente a esses resultados, ndo ha padrdo estabelecido para as alteracdes
de INF-y na gestacdao em curso normal, portanto, qualquer alteracédo observada pode
vir a ser reflexo da atuacdo na inflamacéo (NAYAK et al.,, 2016a; SPENCE, et al.,

2021).

3.4.2. Fator de necrose tumoral — a (TNF- a)

Expresso por grande parte das células do sistema imune, o fator de necrose
tumoral — a (TNF- a) regula fungdes celulares como proliferagédo celular, mecanismos
de morte por via de apoptose, mediacado da producdo de outras citocinas (exemplo
IL-6) e é fundamental na resposta inflamatéria contra infec¢des. Atua através de
receptores TNF (TNFR1 e TNFR2) e na gravidez em curso normal, atua em processos
determinantes de regulacdo de células trofoblasticas placentéarias, se apresentando
de forma geral, em maior concentracdo sérica maternas no segundo e terceiro
trimestre, quando comparado ao primeiro. Contudo, ha relatos de reducédo das
concentractes de TNF- a entre o primeiro e terceiro trimestre, em amostras de soro

maternas, e até mesmo evidéncias de estabilidade dos niveis durante a gravidez
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saudavel (DE CESARIS et al., 1998; WATERS et al., 2013; NAYAK et al., 2016b;

TAYLOR et al., 2016; ALIJOTAS-REIG et al., 2017; STOKKELAND et al., 2019).
3.4.3. Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é produzida por diferentes células, imunes e ndo imunes, incluindo
monacitos e macrofagos, células T e células endoteliais. Quando expressa, induz via
de secrecao de proteinas de fase aguda, como proteina C reativa (PCR), participando
de processos inflamatorios. Na gravidez, a IL-6 esta envolvida na fase de implantacéo
embrionaria e desenvolvimento placentério. Ha discrepancia entre os resultados
encontrados na literatura quanto a concentragfes de IL-6 durante gravidez saudavel,
variando entre aumento dos niveis no decorrer dos meses, a diminuicdo entre o
primeiro e segundo més de gestacao, assim como nenhum relato de variacédo entre
os meses de gestacdo (BLACKMORE et al., 2011; KUZMICKI et al., 2014; TANAKA

etal., 2014; ATTA etal., 2016; SCHOLASKE et al., 2018; STOKKELAND et al., 2019).
3.4.4. Interleucina 2 (IL-2)

A diferenciacéo de linfocitos T em células T efetoras, de memoria e células T
reguladoras fundamentais para prevencao da autoimunidade, sofre influéncia direta
da expressdo de IL-2, citocina pro-inflamatéria. Estudos relatam limitacbes para
deteccdo dos niveis de citocinas IL-2 devido a concentragcbes abaixo do limite de
deteccdo alcancado pelas técnicas atuais, revelando baixos niveis em gravidez
saudavel. Em complicacbes durante periodo de gravidez, pré-eclampsia, niveis
aumentados sdo relatados (HAMAI et al.,, 1997; BJORKANDER et al., 2012;

MOSIMANN et al., 2013; ROSS; CANTRELL, 2018; SPENCE et al, 2021).
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3.4.5. Interleucina 10 (IL-10)

Multifuncional e secretada por macréfagos, mastécitos, células Th2 e células
T reguladoras (Tregs), a IL-10, citocina anti-inflamatdria, atua na inibicao de citocinas
pré-inflamatérias, como IFN- y. Na gravidez as concentragdes séricas maternas de
IL-10 n&o s&o bem definidas, havendo relatos de diminuigdo significativa conforme
avango da gravidez, aumento no decorrer dos trimestres, assim como nenhuma
alteracdo detectada, permanecendo constante (WILBERS et al., 2017;

STOKKELAND et al., 2019).

3.4.6. Interleucina 4 (IL-4)

Concentragdes séricas maternas de IL- 4 no decorrer da gestacéo apresentam-
se, em sua maioria, estabilizadas, sem grandes alteracdes e sem niveis muito
elevados de deteccéo. Esta citocina atua em vias anti-inflamatorias, ativando via de
sinalizacdo do transdutor de sinal e ativador de transcricio 6 (STAT6)
(BJORKANDER et al., 2012; CHATTERJEE et al., 2014; SCHOLASKE et al., 2018;

STOKKELAND et al., 2019).

4 ComplicacOes na gravidez

Complicacdes séo corriqueiras na gestacdo e podem envolver tanto a saude
da mae como podem afetar a saude do feto, ou ambas. Ha mulheres que
desenvolvem contratempos durante a gravidez por consequéncia de doencas ja
diagnosticadas em periodo pré-gestacional, como por exemplo diabetes mellitus e
lGpus. Ja ha outros casos onde a complicacéo é oriunda de questdes decorrentes do
préprio processo gestacional. Um e outro podem resultar em complicacdes severas

(CDC, 2020).
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Doengas autoimunes maternas, como lUpus eritematoso sistémico (LES) e a
sindrome antifosfolipidica (SAF), séo fortes preditivos de problemas na gravidez,
tendo influéncia significativa no desfecho final do processo. Pré-eclampsia, parto
prematuro, restricdo de crescimento fetal e natimortalidade, assim como distarbios do
neurodesenvolvimento e defeitos cardiacos congénitos estdo entre 0s riscos mais
frequentes nestes casos (BUNDHUN et al, 2017; SACCONE et al.,
2017 ; SCHREIBER et al., 2018). Nestas situacoes, diferentes vias estdo alteradas:
niveis da coagulacdo sanguinea, alteracdes das concentracbes de anticorpos,
neutroéfilos, TNF-a e IFN tipo | estdo alterados (BERMAN et al., 2005; ANDRADE et

al., 2015).

Doencas metabdlicas, como diabetes mellitus e obesidade, também interferem
no estado imunoldgico durante periodo gestacional, apresentando principalmente
aumento de citocinas pro-inflamatérias (SUN et al., 2020). Inflamacgé&o cronica pode
ser observado em individuos obesos, tendo riscos aumentados de desenvolver pré-
eclampsia, natimorto, aborto espontaneo e parto. Ainda, nesses casos, situacoes
comuns de serem observadas relacionadas diretamente ao feto sdo: macrossomia,
disturbios do neurodesenvolvimento/psiquiatrico, malformagées congénitas incluindo
defeitos cardiacos congénitos e asma. Diante disso, € evidente a importancia de
compreender o efeito das doencas metabdlicas no periodo gestacional e suas
consequéncias, porém até o momento ndo ha concordancia e padrdo de alteracdes
na expressao de citocinas sistémicas em gestantes obesas, por exemplo (AYE et al.,
2014; DOSCH et al.,, 2016; KALLIALA et al., 2017; PENDELOSKI et al.,

2017; PERSSON et al., 2017).
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Em relacdo a fatores que acometem gestantes no decorrer da gestacdo, ha
uma série de agentes infecciosos ja estudados que provocam defeitos fetais
congeénitos, perda da gravidez, parto prematuro e/ou restricdo do crescimento fetal.
Estes agentes incluem: protozodrios, bactérias e virus. Toxoplasma gondii,
Treponema pallidum, rubéola, virus varicela zoster, Virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), e Zika virus (ZIKV) estdo entre eles (GOLDENBERG et al.,

2010; PEREIRA et al., 2014; COYNE; LAZEAR, 2016).

Neste sentido, principalmente no continente americano, o ZIKV se tornou um
dos patdégenos mais temidos pelas gestantes desde 2015, quando um surto registrado
ultrapassou 3.000 casos de microcefalia, entre outra complicagdes (SIMOES et al.,
2016). Resultados de pesquisas abordam evidéncias de que tal cenario pode ser
direcionado através da resposta imune causada pelo patégeno, dando énfase para a
atuacao de IFN tipo | (YOCKEY et al., 2018). Resultados negativos, como restricao
de crescimento e parto prematuro devido aumento das concentragdes sistémicas de
citocinas como, por exemplo, niveis de IL-10, proteina induzida por interferon gama
10 (IP-10) e fator de crescimento de hepatécitos em gestantes infectadas com ZIKV

também sé&o relatados (FRIED et al., 2017; KAM et al., 2017).

Como resultado da inflamacéo, o desenvolvimento fetal pode sofrer alteracdes,
sendo o sistema nervoso uma das estruturas mais sensiveis a esses estimulos. Les&o
e interrupgdo do desenvolvimento cerebral podem ocorrer devido ao aumento da
expressao de expressao de citocinas do sistema imune (IFNs tipo | e tipo Il, IL-17 e
IL-1B8). Elevados niveis de IL-6 e IL-1f no liquido amnidtico e decorrente de
inflamacéo da placenta podem ser indicativos de leséo cerebral em prematuros

(BOYLE et al., 2017). Entre as alteragdes de desenvolvimento fetal observadas em
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funcdo de infeccbes por virus e bactérias cita-se: microcefalia, calcificacdes
cranianas, ventriculomegalia, defeitos oculares e perda auditiva neurossensorial
(COYNE; LAZEAR, 2016). Atualmente, sabe-se que os mecanismos pelos quais
agentes infecciosos geram resposta inflamatoéria podem ser vias comuns, incluindo
predisposicao do feto atingido a partir de defeitos genéticos, como por exemplo
superproducao de IFN tipo | e superexpressédo de IFNy em astrécitos, que resultam

em desenvolvimento cerebelar anormal (WANG et al., 2004).

Outros 6rgdos que, quando em desenvolvimento fetal também se mostram
susceptiveis a vias inflamatorias maternas alteradas, sdo: coracdo, pulmdes,

anomalias de membros e urogenitais (PARK et al., 2015; KALIKKOT et al., 2017).

Além da inducdo de complicacbes gestacionais por agentes metabdlicos,
infecciosos e/ou doencas autoimunes maternas, pesquisas apontam que estimulos
gerados por vias de sinalizacdo do sistema imunol6gico inato podem resultar por si
s6 em contratempos, como por exemplo perda fetal e nascimento prematuro em
modelos animais (THAXTON et al., 2013; YOCKEY et al., 2018). Para evidenciar este
fato, em modelos in vivo, apenas a aplicacao direta de citocinas como IL-1 e TNF-q,
forma intra-amnidtica, sdo capazes de gerar parto prematuro. IL-6 parece mediar
alguns eventos importantes, como trabalho de parto, sendo que sua baixa atuacéo
pode resultar em complicagbes no parto e consequente aumento da mortalidade

perinatal (ROBERTSON et al., 2010; WAHID et al., 2015).

5. Zika Virus - Infeccéo em periodo gestacional

O virus Zika é transmitido por artropodes, membro da familia Flaviviridae, da
gual também fazem parte o virus da hepatite C, do Nilo Ocidental, da Encefalite

Japonesa e o Virus da Dengue (MINISTERIO DA SAUDE 2017). A propagag&o ocorre
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principalmente por meio de mosquitos do género Aedes aegypti (LESSLER et al.,
2016), embora existam outros métodos de transmissao: sexual (FOY et al., 2011,
ZAMANI and ZAMANI, 2018), via transfusdo de sangue (LESSLER et al., 2016) e
perinatal (BESNARD et al., 2014), os quais ainda estdo sendo descritos a fim de
determinar a maneira pela qual contribuem na disseminacao e gravidade da infeccao

(DESAI et al., 2017).

O flavivirus em questao foi descoberto em 1947 na Uganda, transitando entre
macacos e mosquitos (Aedes aegypti), e se alastrou pela Africa (FAYE et al., 2014),
Asia e Oceania, originando surtos modestos. O primeiro grande surto foi registrado
no ano de 2007, em Yap, nos Estados Federais da Micronésia, quando foi infectada
cerca de 70% da populagcédo (LESSLER et al., 2016; PLOURDE; BLOCH, 2016). No
que se refere a América do Sul e América Central, acredita-se que o virus se
difundiu entre o final do ano de 2013 e o inicio de 2014, adentrando pelo Rio de
Janeiro, por meio da migragdo humana, sendo favorecido por eventos

internacionais (ZHANG et al., 2016).

Especificamente no Brasil, a primeira deteccdo ocorreu em maio de
2015 (CAMPOS COELHO; CROVELLA, 2017). A partir de entdo, os numeros
tenderam a aumentar de forma vertiginosa. As estimativas indicam que, em 2015,
cerca de 500.000 a 1,5 milhdo de pessoas foram infectadas (PAPLOSKI et al.,

2016), transformando-se em epidemia nacional (FAUCI; MORENS, 2016).

No mesmo periodo, casos de microcefalia em fetos foram constatados tanto
no Brasil como em outras regides do mundo (CALVET et al., 2016; MLAKAR et al.,
2016). Em abril de 2015, um pesquisador da Universidade Federal da Bahia

identificou o virus, o qual foi obtido através de amostras de pacientes atendidas com
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doenca exantematica. Laboratorios de referéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), o Instituto Evandro Chagas e o Instituto Adolfo Lutz, também declararam

a circulacéo desse agente (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Informes apontam que foram realizadas necropsias em dois fetos apds aborto,
as quais confirmaram microcefalia causada por ZIKV. O diagnéstico foi obtido por
meio de ensaio de gRT-PCR e microscopia eletronica (DRIGGERS et al., 2017).
Concomitantemente, a deteccdo do agente em tecido cerebral fetal e em liquido
amnidtico de mées de criangas com microcefalia (FARIA et al., 2016) também foi
arrolada. Com base nesse conjunto de evidéncias a microcefalia foi associada ao
aumento do numero de casos da infeccdo pelo ZIKV durante processo gestacional

(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Nesse cenario, até junho de 2016, 8165 casos de microcefalia suspeitos
foram notificados no pais, e entre os casos confirmados (cerca de 1700), 89,8%
ocorreram na regido nordeste do Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Como
decorréncia, desde dezembro de 2016, mais de 50 paises nas Américas relataram
transmissao local ativa de ZIKV, e a partir de entédo, a propagacédo continua de casos
registrados em toda a América do Sul, América Central e Caribe levaram o ZIKV a se

tornar um problema de saude publica internacional (DESAI et al., 2017).

Em relacdo as caracteristicas decorrentes da infeccao, apesar de comumente
ser assintomatica e inespecifica, pode resultar em incbmodos leves e autolimitantes
tendo como caracteristicas: febre, erupcdo cutanea, dor nas articulacbes e
conjuntivite (MARTINES et al., 2016). A apresentacdo de sinais e sintomas clinicos
ocorre em media seis dias ap0s a infeccédo (DESAI et al., 2017), os quais geralmente

desaparecem sem tratamento no periodo de quatro a cinco dias (MARTINES et al.,
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2016). No entanto, destaca-se que 80% das pessoas infectadas com ZIKV né&o

apresentam sintomas clinicos (SAMPATHKUMAR; SANCHEZ, 2016).

Evidéncias disponiveis sugerem ainda que o aparecimento da doenc¢a durante
o primeiro trimestre da gravidez - periodo em que o sistema nervoso central do feto
estd sendo formado — pode estar associada a maior risco de microcefalia, abortos
espontaneos e morte perinatal (EICKMANN et al., 2016). Além disso, embora a
infeccdo de mulheres gravidas tenha sido associada a microcefalia congénita em
recém-nascidos, houve casos de bebés com evidéncia da infeccdo sem microcefalia
no nascimento. Os recém-nascidos apresentaram diferentes malformacdes
neuroldgicas, entre elas: diminuicdo do volume cerebral, ventriculos laterais dilatados,
malformacdes do cortex, calcificacbes e ainda, microcefalia pds-natal, desenvolvida
devido ao declinio do crescimento cefalico apds o nascimento (VAN DER LINDEN et

al., 2016).

Ademais, as caracteristicas clinicas dos recém-nascidos com
microcefalia decorrente por infeccao do ZIKV se apresentam de maneira diferente das
resultantes de infecgbes por outros agentes. Além de calcificagbes, entre as
particularidades destacam-se: ventriculomegalia, lissencefalia, agenesia do corpo
caloso, malformagdes corticais graves, hipoplasia cerebelar, hipodensidade anormal

da substancia branca, entre outras anormalidades (HAZIN et al., 2016).

A partir disso, estudos recentes mostram e buscam aprimorar a relacao entre
a infeccdo por ZIKV e malformagdes cerebrais (DANG et al., 2016). Entre as
alteracdes a nivel bioguimico e molecular, jA descritas como consequéncia da
doenca, estao: alteracdes no ciclo celular de determinadas células neurais, podendo

resultar em morte celular por apoptose (TANG et al., 2016); retardo do crescimento
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de organoides cerebrais (GARCEZ et al., 2017); e alteragbes na fase de diferenciagéo

neuronal (in vitro) (QIAN et al., 2016).

Porém, alteragdes no sistema imunoldgico da gestante e do feto associadas
ao ZIKV e sua relagdo com a falha no crescimento do sistema nervoso central ainda
nado sao descritas em detalhes (GARCEZ et al.,, 2017), de forma a manter a
comunidade cientifica internacional e 6rgaos relacionados a saude, na expectativa de
informagdes abrangentes acerca de sua patogénese, transmissao e impacto sobre

gestantes e neonatos (RETALLACK et al., 2016).

6. Anomalias congénitas

Definida como alteragc6es estruturais ou funcionais originados no periodo
intrauterino, as anomalias congénitas podem ser identificadas no pré-natal, no
nascimento ou tardiamente durante a infancia. Entre as consequéncias dessas
alteracbes cita-se: disturbios metabdlicos, defeitos auditivos, defeitos cardiacos,
defeitos do tubo neural e sindrome de Down - que implicam em consequéncias
importantes aos individuos acometidos, aos seus familiares e aos sistemas de saude

(WHO, 2020).

Dados apontam que cerca de 8% das criancas apresentam defeitos de
nascenca aos 5 anos de idade. Além de doencas crbnicas e deficiéncia, por
consequéncia de anomalias congénitas, estimativas mundiais indicam que cerca de
300.000 recém-nascidos morrem (dentro de 28 dias ap0s 0 nascimento) a cada ano.
As principais causas dessas mortes neonatais incluem asfixia e trauma no
nascimento, sepse neonatal e infec¢des, decorréncias do nascimento prematuro e,

em quarto lugar, anomalias congénitas (MOORE et al., 2017; WHO, 2020).
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As anomalias congénitas sdo uma das principais causas da carga global de
doencas, e o0s paises de baixa e média renda sdo afetados de forma
desproporcional. Por isso, a grande maioria (94%) desses problemas ocorre
naqueles paises. Assim como anormalidades genéticas, exposicdo ambiental, como
fumo, alcool, medicamentos e infecgcBes maternas. Falta de exames e cuidados pré-
natais, acesso insuficiente a alimentos nutritivos para mulheres gravidas, também

estdo entre as possiveis causas (YOCKEY; IWASAKI, 2018; WHO, 2020).

Contudo, identificar o fator especifico que leva a alteracbes congénitas, em
grande parte dos casos, se torna complexo. E sabido fatores genéticos, ambientas,
infeccioso ou nutricionais podem levar a esses quadros (MOORE et al., 2017; WHO,
2020). Porém, aproximadamente 50-60% das anomalias congénitas ndo podem ser
associadas a uma causa especifica, ndo tem causa genética ou ambiental conhecida
por escassez de estudos, dificultando acesso a informacgéo clinica e cientifica,

constituindo impeditivo para tratamento e perspectivas em curto e médio prazo.

Quanto a fatores ambientais, socioecondmicos e demogréficos, baixa renda,
relacionada a aspectos nutricionais, maior exposi¢cado a agentes infecciosos, maior
consumo de alcool e tabaco, contato com pesticidas e outros produtos quimicos e
medicamentos, exposicdo a radiacdo durante a gravidez e acesso limitado a recursos
relacionados a saude (consultas, exames), podem aumentar a incidéncia. ldade

materna avangada também é apresentado como fator de risco (WHO, 2020)

A exposicéo a patdgenos como virus e bactérias também podem resultar em
alteragcbes congénitas no feto em desenvolvimento, como citado anteriormente. Ha
um namero significativo de casos de anomalias que procede desta origem. A infec¢ao

da mae por ZIKV por exemplo, mesmo assintomatica, pode acarretar em Sindrome
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Congénita do ZIKV (CZS), o que compreende diferentes anomalias envolvendo tanto
ela, quanto o feto: alteracdes no SNC (microcefalia a complicacdo no SNC mais
comum de se observar); oftalmicas; limitacdes de crescimento fetal;, alteracbes
musculoesqueléticas importantes, alterac6es hepéticas, geniturinarias e cardiacas,
disturbios placentarios; e até mesmo morte perinatal (CAUCHEMEZ et al.2016;

COSTELLO et al., 2016).

Entre medidas recomendadas pela organizacdo mundial da saude (World
Health Organization - WHO) para a prevengcdo de anomalias congénitas estdo o
controle de diabetes antes e durante a gravidez, evitar contato das gestantes com
radiacdo médica, medicamentos, substancias nocivas (drogas ilicitas, por exemplo) e
evitar viagens/contato com locais de surto de infecgbes associadas a anomalias
congénitas. Vacinacéo, controle de ingestédo de vitaminas, &cido félico e iodo, assim

como acanhamento pré-natal também séo indicados (WHO, 2020)

O tratamento pode ser realizado através de acompanhamento precoce ou
cirurgia, de acordo com o caso. Em casos de como fenda labial e palatina, pé torto e
hérnias a correcdo por meio cirurgia pode ser realizada. Por outro lado, para
alteracbes funcionais como talassemia (distarbios sanguineos recessivos
hereditarios), disturbios falciformes e hipotireoidismo congénito (funcao reduzida da

tireoide), acompanhamento precoce é indicado (WHO, 2020).

Estigma e discriminacdo acompanham casos de anomalia congeénita,
resultando em isolamento social. Além disso, alto custo econdmico e
comprometimento emocional também acabam por geram impacto ao individuo
acometido, familias envolvidas e sistemas de saude. Em paises com dificuldade de

acesso a servigos de apoio torna-se tudo ainda mais dificil (WHO, 2020).
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7. Diagnéstico, perspectivas e tratamento

Em periodo gestacional, os meios de diagnostico para alteracbes génicas
envolvem triagem genética que pode ser realizada durante a gestacdo (peri-
concepcao) de acordo com a necessidade (idade avancada e/ou exposi¢cao a fatores
de risco) e realizacao de ultrassonografia para detecgdo de anomalias estruturais e
fetais graves durante o primeiro trimestre de gestacéo. O rastreamento também pode
ser feito através da andlise de amostras sanguineas maternas e de DNA fetal livre,
em busca da avaliacdo marcadores placentarios e anormalidades cromossdmicas,

respectivamente (WHO, 2020)

No entanto, alguns diagnésticos dependem diretamente da experiéncia do
ultrassonografista, posicao fetal, quantidade de liquido amniético presente e tipo de
alteracao estrutural, como por exemplo em casos de fendas orais. Cerca de 50% dos
casos de fenda palatina ndo sao detectados por ultrassonografia, enquanto que o
diagndstico por imagem de fissuras orais em geral varia de 67-93% (CASH et al.,

2001).

Nesta perspectiva, biomarcadores detectados em fluidos corporais sdo uma
ferramenta promissora para diagnosticos de diferentes patologias (CUGOLA et al.,
2016; SCHULER-FACCINI et al., 2016). Trabalhos anteriores relatam relacdo de
niveis alterados de tiamina em liquido amnidtico (vitamina B1) e expressao anormal
de fosfato de piridoxal (vitamina B6) e dimetilarginina simétrica em soro de gestantes,
com a presenca de fenda palatina e labio leporino, sugerindo estes componentes
como biomarcadores de diagndsticos pré-natal, quando combinados a exame por
imagem (SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017). A expressao de outras proteinas

detectadas em amostras de liqguido amniético também séo relatadas e estudadas de
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forma mais aprofundada, contudo, a aquisicdo dessas amostras é realizada por
método invasivo, limitando a aplicagdo clinica quanto a diagndstico precoce

(OLIVEIRA et al., 2016).

O diagnéstico de insuficiéncia cardiaca pré-natal também € realizado, em sua
maioria, através de exame ultrassonografico, apresentando taxas de erro de
deteccdo. Estatisticas demostram niveis alterados de peptideos no sangue do cordao
umbilical de fetos com defeitos cardiacos e, no entanto, a coleta de amostras de
corddo umbilical de forma percutanea é um procedimento invasivo, sendo necesséria

a busca por novas alternativas (MIYOSHI et al., 2018; MIYOSHI et al.; 2019).

Infec¢des/inflamacgbes placentarias, que também podem acarretar no
comprometimento do desenvolvimento fetal, ndo possuem sinais clinicos evidentes,
sendo necessérias estratégias de identificacdo precoce, para aplicacdo de medidas

imediatas e preventivas. A busca prioriza alternativas néao invasivas (WU et al., 2016).

Para infeccdes por ZIKV, sinais e sintomas sao semelhantes aos
desencadeados pro outros arbovirus, sendo importante a aplicacao de biomarcadores
especificos para prognostico de complicacées neurolégicas em periodo gestacional.
Conforme a WHO um individuo néo pode ser considerado ou néo infectado por ZIKV
apenas por resultado de gRT-PCR, tendo em vista que infectados podem apresentar
resultados negativos apés dois dias do inicio dos sintomas, o que prejudica a conduta,
principalmente para gestantes. Até o momento, a associagdo entre o perfil de
citocinas e resposta imune de pacientes infectados por ZIKV é pouco conhecido

(WHO, 2016; JEONG et al., 2017; LUSTIG et al., 2017).

Frente ao exposto, e por conta do envolvimento de citocinas em processos

inflamatorios relacionando comportamentos distintos dependente de causa, duracao
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de exposicdo a agentes patoldégicos e ao local/érgdos atingidos, estas sao
consideradas promissoras como marcadores. Além da possibilidade de mapear
através da expresséao de citocinas perfis de respostas do sistema imunoldgico, estas

podem ser dosadas a partir de amostras sanguineas néo invasivas (KAM et al., 2017).

Portanto, é de interesse estudos que venham a contribuir com informacdes a
respeito de possiveis marcadores diagndésticos, auxiliando no desenvolvimento de
abordagens terapéuticas através da modulacdo do sistema imunoldgico/respostas
inflamatérias materno-fetais e prevenir resultados adversos no feto e na mae (KAM et

al., 2017; MIYOSHI et al., 2019; WANG et al., 2020).
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JUSTIFICATIVA

Muitos sdo os agentes externos/ambientais que podem interferir no curso da
gravidez e resultar em alteracdo no perfil de citocinas maternas, tendo como
consequéncia importantes complicacdes tanto para a gestante, quanto para o feto.
As alteracdes congénitas resultante de complicagbes maternas, por exemplo, geram
importante impacto na vida dos pais e da criangca acometida, assim como para a

comunidade onde vivem (WHO, 2020).

Inimeros estudos buscam elucidar questdes pendentes quanto a mecanismos,
formas de infeccdo e atuagdo, assim como possiveis formas de tratamento nos casos
de alteracdo no perfil de citocinas maternas e suas consequéncias, tendo em vista a
relevancia clinica e beneficio tanto para pacientes, quanto para profissionais da area
clinica (OLIVEIRA et al., 2016; SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017; MIYOSHI et

al.; 2019).

Porém, mesmo com a busca constante por respostas ainda ndo se tem
explicacdo para questdes chaves. O motivo pelo qual alguns patégenos levam a
doencas congénitas em alguns casos, mas nao em outros, ainda é uma incégnita,
assim como o motivo pelo qual as consequéncias diferem entre um patégeno e outro
(ARORA et al., 2017). Mecanismos moleculares induzidos por citocinas, citocinas
envolvidas de forma local ou sistémica, assim como alvos de atuagéo de citocinas é

desconhecido (YOCKEY; IWASAKI, 2018).

A maneira na qual podemos empregar os conhecimentos a respeito da
toxicidade associada a citocinas inflamatérias para o avanco de terapias
complementares para prevencao de complicacdes na gravidez e efeitos congénitos e

0 quanto isso é eficaz, ainda deve ser respondido. Da mesma forma, ainda nao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6152841/#R11
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respondemos de forma completa se essas abordagens podem prejudicar a mae e o
guanto conseguiremos direcionar de maneira seletiva terapias através da

administracdo e manipulagéo de citocinas (RACICOT et al., 2017).

Considerando todos esses desafios, o0 interesse por esta linha de pesquisa esta
precisamente relacionado aos aspectos citados anteriormente, tendo em vista a
busca constante por melhores condi¢cdes de vida aquelas popula¢cdes acometidos
direta e indiretamente pelas complicagcbes em questdo, bem como trazer mais
informacao para o diagndstico e planejamento de possiveis abordagens terapéuticas
seguras e eficazes. Para este fim a caracterizacdo de vias de sinalizacdo e da

identificac&o de biomarcadores torna-se fundamental.

De forma complementar e concomitante ao presente estudo, foram firmadas
interagcdo com projetos paralelos, as quais resultaram em producdo de artigos

publicados/aceitos para publicagéo (Anexo 1).
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HIPOTESES

Hipdtese nula

A avaliacao e sintese de informag6es disponiveis na literatura quanto ao perfil
de citocinas maternas no decorrer da gravidez, com a presenca de feto com
alteracdes congénitas, pode indicar vias de atuacdo para o planejamento de novas
formas de auxilio diagndstico e possiveis tratamentos. Da mesma forma, diferencas
relevantes em relacdo ao perfil de citocinas maternas e biomarcadores especificos
entre amostras infectadas com ZIKVBR e amostras nao infectadas, podem ser
identificadas e mapeadas, contribuindo no diagndstico, tratamento e compreensao do

mecanismo de acao do virus.

Hipdtese alternativa

A avaliacao e sintese de informacfes disponiveis na literatura quanto ao perfil
de citocinas maternas no decorrer da gravidez com a presenca de feto com alteracdes
congeénitas, ainda ndo fornece informacdes suficientes para o planejamento de novas
formas de auxilio diagnostico e possiveis tratamentos. Da mesma forma, ndo ha
diferencas relevantes em relacdo ao perfil de citocinas maternas e biomarcadores

especificos entre amostras infectadas com ZIKVBR e amostras ndo infectadas.
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OBJETIVOS

Objetivo principal

Avaliar e sintetizar informacdes disponiveis na literatura a respeito do perfil de
citocinas maternas no decorrer da gravidez com a presenca de feto com alteracdes

congeénitas.

Objetivos secundarios

Avaliar e sintetizar informacgfes disponiveis na literatura quanto ao perfil de
citocinas maternas no decorrer da gestacdo com a presenca de feto com alteracdes
congeénitas, possibilitando indicar vias de atuacdo para o planejamento de novas

formas de auxilio diagnostico e possiveis tratamentos (manuscrito 1).

Assim como: avaliar alteragbes no perfil de citocinas de camundongos
gestantes, devido infeccdo por ZIKV durante periodo gestacional, e caracterizar vias

e possiveis biomarcadores associados (manuscrito 2).
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Abstract

Many external/environmental agents can interfere in the course of pregnancy and
change the profile of maternal cytokines, resulting in important complications for both
pregnant women and fetuses. Congenital anomalies resulting from maternal
complications, for example, generate an important impact on parents, the affected
child, and the community where they live. Numerous studies seek to elucidate pending
issues like mechanisms, forms of infection and action, as well as possible treatments
in cases of altered profiles of maternal cytokines and their consequences considering

the clinical relevance and benefit for both patients and clinical professionals. However,
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despite the constant search for answers, key questions remain. This study aims to
evaluate and summarize the available literature on maternal cytokine profiles during
pregnancy with the presence of congenital anomalies. In this review, we searched the
PubMed database (2010 to September 2021) for all full texts and/or abstracts
published in English regarding maternal cytokine profiles in pregnancies with
congenital anomalies. Such evidence reinforces the role and importance of the
maternal immune system during pregnancy and highlights the need for a constant
search by science to fully understand immune system functioning in different scenarios
to determine profiles. The knowledge of maternal cytokine profiles may help in the
planning, diagnosis, and treatment of diseases involving the pregnant woman and the

fetus being an important clinical ally in the outcomes of numerous diseases.

Keywords: Maternal cytokines; Congenital anomalies; Cytokine profile; Pregnancy

complications; Fetal abnormalities; Immunology in pregnancy
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Infeccdo por Zika virus em modelos experimentais: busca por

novas vias moleculares e biomarcadores

RESUMO

As complicacBes decorrentes da infec¢do por ZIKV em mulheres em fase reprodutiva
e gestacional podem causar restricbes no crescimento intrauterino, abortos
espontaneos, microcefalia, entre outras anomalias relevantes. Microcefalia refere-se
a uma condicao clinica avaliada por meio da medida do perimetro cefélico, em que a
parte occipto-frontal se encontra diminuida, quando aferida em recém-nascidos ou no
decorrer dos primeiros meses de vida da crianca. Tais caracteristicas acarretam em
importantes consequéncias no desenvolvimento do individuo acometido. O
diagndstico de infeccao por ZIKV, assim como o diagndstico de alteracdo congénita
por consequéncia da mesma sdo dificeis de ser detectados, sendo os métodos
disponiveis pouco eficientes, dificultando registros epidemioldgicos, tratamento e
perspectivas. Considerando 0s poucos recursos disponiveis para diagndstico e
tratamento da infeccdo, das complicacdes gestacionais e das doencas decorrentes a
ela, o esclarecimento dos efeitos e o0 auxilio diagndstico definitivo das complicacdes
se fazem necessarios. Para tanto € evidente a necessidade de estudos adicionais
sobre a transmissao de ZIKV e sua relacdo com anormalidades congénitas, como a

microcefalia, assim como a busca por informacdes substanciais referentes as
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diferengas nas alteragdes embrionarias, a nivel estrutural e metabdlico, mecanismos
de acdo e caracteristicas especificas do virus. De encontro a esses fatos, a proposta
do presente projeto visa ampliar conhecimento e recursos para diagnostico e
tratamento da infeccéo por ZIKV, por meio da caracterizacao de vias de sinalizagéo e

da identificacdo de biomarcadores.

Palavras-chave: Biomarcador, Microcefalia, ZIKV, Zika virus, perfil de citocinas.

ABSTRACT

Complications resulting from ZIKV infection in women in reproductive and gestational
stages can cause intrauterine growth restrictions, spontaneous abortions,
microcephaly, among other relevant anomalies. Microcephaly refers to a clinical
condition assessed by measuring the head circumference, in which the occiput-frontal
part is reduced, when measured in newborns or during the first months of the child's
life. These characteristics have important consequences for the development of the
affected individual. The diagnosis of ZIKV infection, as well as the diagnosis of
congenital alteration as a result of it, are difficult to be detected, and the available
methods are inefficient, making epidemiological records, treatment and perspectives
difficult. Considering the few resources available for the diagnosis and treatment of
infection, gestational complications and diseases resulting from it, clarification of the
effects and definitive aid for the diagnosis of complications are necessary. Therefore,
the need for additional studies on ZIKV transmission and its relationship with
congenital abnormalities such as microcephaly is evident, as well as the search for
substantial information regarding differences in embryonic alterations, at the structural
and metabolic level, mechanisms of action and characteristics specific virus. In

response to these facts, the objective of this project is to expand knowledge and
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resources for the diagnosis and treatment of ZIKV infection, through the

characterization of signaling pathways and the identification of biomarkers.

Key words: Biomarker, Microcephaly, ZIKV, Zika virus, cytokine profile.
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CONSIDERACOES FINAIS

De forma geral, as andlises realizadas e resultados captados sugerem que o
perfil de citocinas de amostras de soro materno em periodo gestacional sdo potenciais
candidatos a biomarcadores e podem fornecer informagdes importantes no
direcionamento do planejamento de novas formas de diagndstico e possiveis
tratamentos. Com 0 exposto e proposto, h& grandes perspectivas e potencial de
colaboragdo com o meio cientifico de forma a complementar resultados ja descritos

na literatura.

Estudos nessa linha de pesquisa devem ser intensificados, a fim de contribuir
de forma relevante com o conhecimento técnico e novas vias de terapia
complementar ou de substituicdo. Estudos encontram-se em curso para melhor
compreensao e caracterizacdo de perfis de citocinas maternas e suas possiveis

aplicacoes.
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