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HARA, C. C. P. Marcadores da imunomodulação no sangue materno e fetal e nas placentas 

de mães diabéticas ou com Hiperglicemia Gestacional Leve. 2016. 90 p. Tese (Doutorado) 

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.  

 

INTRODUÇÃO - Durante a gravidez, a hiperglicemia materna altera a expressão e a transferência 

de células imunorregulatórias e de imunoglobulinas e o perfil de citocinas na interface materno-

fetal. OBJETIVO – Avaliar, em gestações complicadas por hiperglicemia, a expressão de células 

NK e o perfil de citocinas no sangue, materno e do cordão umbilical, e na placenta (artigo 1); 

quantificar a produção de anticorpos e a passagem de IgG total, e respectivas subclasses, via 

receptor FcRn (artigo 2). MÉTODO - Foram avaliadas 120 gestantes, distribuídas nos grupos: 

não-diabético (ND; N = 30), hiperglicemia gestacional leve (HGL; N = 30), diabetes mellitus 

gestacional (DMG; N = 30) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2; N = 30). Técnicas de citometria de 

fluxo foram utilizadas para análise de células e citocinas e, de ELISA, para avaliação das 

concentrações de IgG total e subclasses. A transferência placentária de anticorpos totais, e 

respectivas subclasses, foi definida pela relação [(concentrações no sangue de cordão 

umbilical/sangue materno) x 100]. Na análise estatística foram realizadas análises de variância 

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, e de correlação de Pearson, com p < 0,05. 

RESULTADOS - No sangue materno dos grupos hiperglicêmicos, as células NK CD16+CD56– 

aumentaram, enquanto que CD16+CD56+ foi menor no grupo DMG. No sangue do cordão do 

grupo DM2  mostrou uma maior proporção de células CD16+CD56– e  CD16–CD56+. As camadas 

extravilosas da placenta dos grupos DMG e DM2 mostraram maior expressão de CD16+CD56– e 

independente da camada, a proporção de CD16–CD56+ foi maior em HGL e DMG e menor em 

DM2. Em relação às citocinas, IL-2 foi menor no sangue materno e IFN-y mais elevados no sangue 

materno e do cordão do grupo DMG. IL-17 foi mais elevada no sangue materno e do cordão do 

grupo DM2. A camada extravilosa placentária da HGL mostrou níveis elevados de IL-4, IL-6, IL-
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10, IL-17, e IFN-γ e baixos níveis de IL-1β e IL-8, enquanto que a camada vilosa placentária 

continha alta níveis de IL-17 e IFN-γ. O grupo HGL, independentemente da região, apresentaram 

maiores níveis de IL-8. O grupo DM-2, independentemente da região da placenta mostrou níveis 

elevados de TNF-α, IL-17, e IFN-γ. O sangue materno de DM-2 e o sangue do cordão umbilical 

de HGL exibiram uma poporção mais elevada de CD19+ expressas por células B. DM2 mostrou a 

menor proporção de células CD19+na placenta. A expressão de FcRn aumentou nas células do 

cordão e placenta de HGL. As células do sangue materno, do sangue do cordão e da placenta de 

DM2 mostraram menor expressão de FcRn. A maior expressão de FcRn, independente do estado 

hiperglicêmico foi observada nas células da placenta. Houve menores níveis de IgG no sangue 

materno em DM2 e maiores no sangue do cordão umbilical de HGL. Os níveis mais elevados de 

IgG4 foi detectado no sangue de mães hiperglicêmicas. Os níveis mais elevados de IgG3 e IgG4 

no sangue do cordão foram detectados em HGL, e os menores de IgG2 e IgG3 níveis em DM2. 

CONCLUSÃO - A hiperglicemia produz ambiente inflamatório com elevada produção de 

citocinas, apresentando alterações na expressão de células NK, de FcRn na placenta, na produção 

e taxa de transferência de IgG. Os níveis celulares que expressam CD16+ e de citocinas no sangue 

materno, sangue do cordão umbilical e tecido placentário são modificados em gestações 

complicadas pelo diabetes. A hiperglicemia materna compromete a transferência placentária de 

IgG1, IgG3 e IgG4. Os resultados sugerem que a hiperglicemia materna, diminui a expressão FcRn 

em células da placenta e sangue e compromete a produção e transferência de anticorpos maternos 

para os recém-nascidos. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Hiperglicemia, Imunorreguladoras, IgG, receptor FcRn, NK, Citocinas, 

transferência placentária, Sangue Materno e Sangue Cordão. 
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HARA, C. C. P. Markers of immunomodulation in maternal and fetal blood and placenta 

from Diabetic or with Mild Gestational Hyperglycemia Mothers. 2016, 90 p. Thesys Botucatu 

Medical School, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016. 

 

INTRODUCTION - During pregnancy, the immune response associated with diabetes alters the 

expression and the transfer of immune cells, including regulatory, immunoglobulins and the 

profile of cytokines in the maternal-fetal interface. OBJECTIVE - To evaluate the expression of 

NK cells, and the profile of cytokines in maternal blood, umbilical cord and placenta, quantify the 

production of antibodies, as well as, the passage of IgG and subclasses, via receptors FcRn in 

pregnancies complicated by diabetes or hyperglycemia. METHOD - were assessed 120 pregnant 

women, distributed as non-diabetic (ND; n=30), Mild Gestational Hyperglycemia (MGH; n=30), 

Gestational Diabetes Mellitus (GDM; n=30) and type 2 Diabetes Mellitus (DM2; N=30). The cells 

and cytokines were evaluated by flow cytometry. The concentrations of total IgG and subclasses 

were analyzed by ELISA. Placental transfer of the total and subclasses antibodies were defined in 

each assay by the ratio [(cord concentrations/maternal concentrations) x 100]. In the statistical 

analysis we used analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey test, and Pearson's linear 

correlation, with p < 0.05. RESULTS - In the maternal blood from the hyperglycemic groups, the 

CD16+CD56− NK cells increased, whereas that of CD16+CD56+ decreased in GDM group. Cord 

blood from DM2 showed a higher proportion of CD16+CD56− and CD16−CD56+. The placental 

extravillous layer of GDM and DM2 showed an increase of CD16+CD56− cells and, irrespective 

of region, the proportion of CD16−CD56+ cells was higher in MGH and GDM and lower in DM-

2. IL-2 was lower in maternal blood and IFN-𝛾 higher in maternal and cord blood from the GDM 

group. IL-17 was higher in maternal and cord blood from the DM-2 group. The placental 

extravillous layer of the MGH showed high levels of IL-4, IL-6, IL-10, IL- 17, and IFN-𝛾 and low 

levels of IL-1𝛽 and IL-8, whereas the placental villous layer contained high levels of IL-17 and 
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IFN-𝛾. The GDM group, irrespective of region, showed higher levels of IL-8. The DM-2 group, 

irrespective of region, placenta showed high levels of TNF-𝛼, IL-17, and IFN-𝛾. Maternal blood 

from DM-2 and cord blood from MGH exhibited a higher proportion of CD19+ expression by B 

cells. DM-2 showed a lower proportion of CD19+ cells in placenta. FcRn expression increased in 

cells from cord blood and placenta from MGH. Maternal blood, cord blood and placenta cells 

from DM-2 showed lower FcRn expression. The highest FcRn expression, irrespective of 

glycemic status, was observed in placenta cells. Maternal blood IgG levels were lower in DM-2, 

and cord blood IgG levels were higher in MGH. The highest levels of IgG4 were detected in the 

blood of hyperglycemic mothers. The highest IgG3 and IgG4 levels in cord blood were detected 

in MGH, and the lowest IgG2 and IgG3 levels in DM-2. CONCLUSIONS - Hyperglycemia 

produces inflammatory environment with high production of cytokines, presenting changes in 

expression of NK cells, FcRn in the placenta, in production and rate of transfer of IgG. The levels 

of cells expressing CD16+ and cytokines in maternal blood, cord blood, and placental tissue are 

modified in pregnancies complicated by diabetes. Maternal hyperglycemia compromised 

placental transfer of IgG1, IgG3 and IgG4. The results suggest that regardless of hyperglycemia 

degree, it decreases FcRn expression in placenta and blood cells and compromises the production 

and transfer of antibodies from maternal blood to newborns.  

 

KEYWORDS: Hyperglycemia, Immunoregulator, IgG, FcRn receptor, NK, cytokines, placental 

transfer, maternal blood and cord blood.  
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INTRODUÇÃO  

 

Hiperglicemia associada à gestação 

Diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos que 

apresenta em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na ação da insulina, na 

secreção de insulina ou em ambas (ADA, 2015). 

As Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes ( SBD - 2015-2016), seguindo 

os conceitos da Organização Mundial da Saúde (OMS) e da Associação Americana de 

Diabetes (ADA), classificam o DM em quatro classes clínicas: pré-gestacionais – o DM 

tipo 1 (DM1), caracterizado pela destruição de células beta, e o DM tipo 2 (DM2), 

caracterizado por defeitos na ação e secreção da insulina e na regulação da produção 

hepática de glicose, outros tipos específicos de DM, caracterizado por defeitos 

genéticos na função das células beta ou na ação da insulina, doenças do pâncreas 

exócrino, entre outras condições, e DM gestacional (DMG), qualquer intolerância à 

glicose, de magnitude variável, com início ou diagnóstico durante a gestação. A 

fisiopatologia é explicada pela elevação de hormônios contrarreguladores da insulina, 

pelo estresse fisiológico imposto pela gravidez e a fatores predeterminantes (genéticos 

ou ambientais). Reconhecendo ainda, como pré-diabetes, outras categorias que não são 

entidades clínicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento de DM – a glicemia de 

jejum alterada e a tolerância à glicose diminuída.  

A associação do teste oral de tolerância à glicose de sobrecarga de 100g (TTG-

100g) ao perfil glicêmico (PG) foi utilizada para identificar quatro grupos de gestantes 

com respostas diferenciadas aos dois testes, constituindo a classificação diagnóstica de 

Rudge, e definindo o grupo de gestantes com resposta normal ao TTG-100g e alterada 

ao PG, como portadoras de hiperglicemia gestacional leve (HGL). Essas gestantes 
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apresentam níveis glicêmicos inferiores aos limites diagnósticos para o DMG, 

entretanto, mais elevados que o valor de referência normal, com repercussões maternas 

e perinatais comparáveis às associadas ao DMG (RUDGE et al., 2000; RUDGE et al., 

2005).  

Independentemente do tipo, diabete ou hiperglicemia, a deficiência na produção 

ou ação da insulina, leva a alterações no metabolismo de carboidratos, lipídeos e 

proteínas, com impacto significativo na gravidez e no ambiente intrauterino, apontados 

como risco de aborto precoce, defeitos congênitos graves, risco de infecções e 

macrossomia fetal, sobretudo nos casos tratados de maneira inadequada (NIEMEIJER-

KANTERS et al., 2001; GOLBERT; CAMPOS 2008).  

A gestação associada ao diabete ou à hiperglicemia gera um ambiente 

inflamatório, despertando o interesse da comunidade científica nos estudos de proteínas 

pró e anti-inflamatórias, como biomarcadores para auxiliar na rotina laboratorial e em 

paralelo tornar-se promissores indicativos na identificação e no acompanhamento de 

gestantes ao diagnóstico da DM (RIBAS et al., 2015).   

Resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa evidenciaram alterações na 

produção de citocinas, com desequilíbrio na relação IL-10/TNF-α (MORELI et al., 

2012) e modulação da atividade funcional dos fagócitos, no sangue e colostro maternos 

e no sangue do cordão umbilical, de gestações associadas à hiperglicemia. Ações das 

citocinas IFN-γ, TGF-β, IL4 e IL17 foram observadas na atividade fagocítica e na 

liberação de espécies reativas do metabolismo de oxigênio e de cálcio intracelular, no 

colostro e no sangue maternos (FAGUNDES et al., 2015).  
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Interface materno-fetal no processo de tolerância fetal 

O feto representa um organismo estranho ao sistema imunológico materno, mas 

apesar de apresentar aloantígenos, normalmente não são rejeitados. A placenta é um 

órgão transiente responsável pela proteção, nutrição, respiração, controle endócrino e 

está envolvida na imunorregulação na interface materno-fetal (BURTON; FOWDEN, 

2015). Ela possui células tanto de origem materna como fetal que expressam moléculas 

com papel fundamental na tolerância materno-fetal (GULERIA; SAYEGH, 2007). A 

placenta é um órgão essencial altamente especializado, que incluem as vilosidades 

coriônicas e a decídua contribuem para a estrutura da placenta (BORBELY et al., 2014).  

As vilosidades do córion são de origem fetal e se projetam no espaço interviloso, 

onde são banhadas pelo sangue materno (BENIRSCHKE, 2004). A decídua tem sido 

conhecida como o tecido uterino materno, que reveste o espaço interviloso. Ela 

desempenha um papel essencial na proteção do embrião frente às células imunológicas 

maternas e fornece suporte nutricional para o embrião em desenvolvimento antes da 

formação da placenta (ELSAYES et al., 2009). A invasão trofoblástica no endométrio 

induz mudanças deciduais (ELSAYES et al., 2009). A imunologia da gestação envolve 

vários aspectos, tanto moleculares como celulares. Durante a implantação do embrião, 

há o contato direto entre os antígenos fetais e o sistema imune materno, nas artérias 

maternas e no espaço interviloso da placenta humana, no qual as células maternas são 

capazes de reconhecer e responder especificamente a uma multiplicidade de antígenos 

estranhos com função mediadora da imunidade celular e humoral (ABBAS; 

LICHTMAN, 2005), gerando um estado de tolerância fetal em gestações bem-sucedidas 

(CHRISTIANSEN, 2005).  
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Papel das células NK no processo de tolerância fetal 

A gravidez bem sucedida depende de adaptações imunológicas e mudanças 

dinâmicas nas populações de leucócitos permitindo ao feto crescimento e 

desenvolvimento no útero, apesar de ser reconhecido por células do sistema imunológico 

materno. Dentre os mecanismos de adaptações no endométrio materno, há uma relativa 

supressão da imunidade adaptativa, apresentando redução das células T e B, entretanto, 

o sistema imune inato assume um importante papel na defesa imune materna com o 

predomínio populacional de células natural killer (NK) (MOFFETT-KING, 2002). 

As células natural killer (NK) são linfócitos do sistema imunológico inato com 

densidade granular aumentada, possuem atividades líticas diretas e secretam citocinas 

imunorregulatórias durante a fase reprodutiva sendo de grande importância na tolerância 

do feto (ZHANG et al., 2011; KATCHAR; DROUIN; STEERE, 2013).  

As células natural killer uterinas (uNK) representam a população de células mais 

abundantes na interface materno-fetal no primeiro trimestre da gestação, cerca de 70% 

a 80%. As uNK estão presentes na decídua basal durante a fase de implantação, invasão 

trofoblástica, placentação e gestação inicial possuem diferenças fenotípicas e funcionais 

importantes quando comparadas às células natural killer periféricas (KITAYA et al., 

2000; BULMER; LASH, 2005). As células NK periféricas representam de 10 a 15% dos 

linfócitos na corrente sanguínea e diminuem em número e função durante o curso da 

gestação (RAÍ; SACKS; TREW, 2005; MOSIMANN et al., 2013).  

Fenotipicamente, as células expressam proteínas de membrana celular ou 

“cluster of differentiation” (CD) que são marcadores na diferenciação das subpopulações 

de linfócitos, assim, as células NK se caracterizam por expressar os receptores CD56 e 

CD16. Em seres humanos, as células uNK são fenotipicamente CD56brightCD16- em 
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contraste, com as células NK de sangue periférico que são predominantemente 

CD56dimCD16+ (MOFFETT-KING, 2002).  

De acordo com a expressão CD56+, as células NK podem ser divididas em duas 

subpopulações, CD56dim e CD56bright. As células NK CD56dim apresentam alta 

citotoxicidade in vitro, e as células CD56bright apresentam baixa citotoxicidade; no 

entanto, os linfócitos uterinos que expressão CD56bright proliferam-se, agregam-se nas 

proximidades das artérias espiraladas e glândulas endometriais, e secretam citocinas 

como o fator inibidor de leucemia (leukemia inhibitory factor - LIF) e fator estimulador 

de colônia de macrófagos (macrophage-colony stimulating factor - M-CSF), fator de 

necrose tumoral (TNF), interferon-gama (INF-γ) e interleucina -10 (IL-10), citocinas 

necessárias na formação e manutenção da decídua, crescimento da placenta, implantação 

embrionária e responsável pelo remodelamento das artérias espiraladas durante a 

invasão trofoblástica (LANIER, 2001; MOFFETT-KING, 2002; LOBO et al., 2004; 

QUENBY; FARQUHARSON, 2006; KATCHAR; DROUIN; STEERE, 2013). 

O receptor CD16, denominado FcγRIIIa, é de baixa afinidade pela região Fc da 

imunoglobulina G (IgG), e é o principal responsável pela função de citotoxicidade 

dependente de anticorpos. Aproximadamente 90% das células NK periféricas são 

CD56dim com alta expressão de CD16, sendo os 10% restantes CD56bright com expressão 

mínima ou ausente de CD16 (RAÍ; SACKS; TREW, 2005), quando comparadas as 

células NK uterinas, CD56bright CD16-, caracterizadas por não expressarem marcadores 

típicos como o CD16. Assim, as células CD56dim são citotóxicas, enquanto as CD56bright 

possuem funções imunorreguladoras, desempenhadas pela secreção de diversas 

citocinas (MOFFETT-KING, 2002; RODRIGUES et al., 2013). 

Em casos de abortos recorrentes, há uma maior proporção de CD56dimCD16+ em 

relação às células uNK CD56BrightCD16-, o que sugere o papel destas células na 



 7 

manutenção da gravidez (COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001; YAGEL, 2009). 

Em vez de ações citotóxicas predominantes para células infectadas por vírus ou células 

cancerosas, as células uNK, na decídua, participam na indução de células endoteliais e 

são capazes de modificar as artérias uterinas para aumentar o suplemento sanguíneo para 

a unidade feto-placentária (GULERIA; SAYEGH, 2007; BULMER; LASH, 2015; 

RÄTSEP et al., 2014).  

 

Papel das citocinas no processo de tolerância fetal 

As citocinas estão associadas a atividades de ativação, proliferação e 

diferenciação de células, atuando como mediadoras de respostas inflamatórias, podendo, 

ainda, induzir a produção de outras citocinas.  

Sabe-se que os linfócitos TCD4+ são responsáveis pela produção da maioria das 

citocinas relacionadas aos processos imunológicos e foram classificadas inicialmente em 

duas populações: padrão de produção T “helper” 1 (Th1) e padrão de produção T 

“helper” 2 (Th2) (WU et al., 2014). Enquanto a primeira população atua na imunidade 

mediada por células, na inflamação, citotoxicidade e hipersensibilidade tardia, a segunda 

atua na imunidade humoral e regulação das ações inflamatórias de do perfil Th1 

(RENGARAJAN; SZABO; GLIMCHER, 2000; WU et al., 2014).  Outros perfis de 

citocinas, também têm sido descritos para os linfócitos T CD4+, entre estes, Th3, Tr1 e 

Th17 (REINHARDT et al., 2006). As interleucinas (IL) IL-1, IL-2, IL- 6, IL-7, IL-8 e 

TNF (fator de necrose tumoral) consideradas como pró-inflamatórias e as IL-4, IL-10, 

IL-13 e TGF-β (fator transformador de crescimento β) como anti-inflamatórias 

(OLIVEIRA et al., 2011). 

Desde a implantação até o termo da gestação, a interação entre citocinas pró e 

anti-inflamatórias são fundamentais para o resultado da gestação. Uma redução de 
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citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α, IL-1β, e IL-6, e o aumento de citocinas 

com atividades regulatórias, como a IL-10, na evolução da gestação de mulheres 

reforçam o papel imunomodulador para a manutenção e desenvolvimento do concepto 

(DENNEY et al., 2011).  

Interações maternas e fetais são bidirecionais. O feto e a placenta necessitam de 

ambiente adequado, em condições de homeostase, e a mãe garante esse ambiente com 

adaptações em seu metabolismo. Entretanto, desordens imunes ou inflamatórias, como 

alterações na capacidade de resposta de citocinas, podem contribuir para a ocorrência de 

resultados adversos na gravidez. Em relação ao balanço Th1/Th2 de gestações não-

diabéticas, há predomínio de atividades definidas como Th2, reduzindo a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-2 e IFN- (CLARK; ARCK; CHAOUAT, 

1999) e necessidade de um discreto balanço entre citocinas secretadas pelas células Th1 

e Th2, para o crescimento e desenvolvimento do feto (AGARWAL et al., 2000). 

Entretanto, na gravidez complicada por diabetes ou hiperglicemia há aumento na 

contagem de leucócitos, apresentando índices mais elevados na razão entre as células 

Th1/Th2, e ativação mais pronunciada de monócitos (GROEN et al., 2015). 

O TNF-α, a IL-1β e a IL-6 são algumas das citocinas fundamentais no início da 

gestação, atuando no fenômeno de implantação do blastocisto e, de maneira adversa, nas 

perdas de primeiro trimestre. Com a evolução da gestação, maiores concentrações de 

TNF-α foram relacionadas ao desenvolvimento de pré-eclâmpsia e diabetes mellitus 

gestacional e, a redução de IL-10, ao parto pré-termo (RAGHPATHY et al., 2001; 

COUGHLAN et al., 2001; PERAÇOLI; RUDGE; PERAÇOLI, 2007; DENNEY et al., 

2011). Elevadas concentrações de TNF-α foram encontradas no sangue de mães com 

DMG e nas placentas de mães com DM2, demonstrando que a intensidade da 

hiperglicemia reflete diretamente no ambiente intrauterino (MORELI et al., 2012).  
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Mulheres com falhas de implantação apresentam altas concentrações de TNF-α, 

que refletem a presença dominante da resposta imunológica de Th1. A maior expressão 

de citocinas Th1 sugere uma etiologia imunológica subjacente associada às falhas 

reprodutivas, como abortos recorrentes (NG et al., 2002; SAITO et al., 2010), abortos 

espontâneos e pré-eclâmpsia (SAITO; SAKAI, 2003) (SAITO et al., 2010). No entanto, 

o predomínio da imunidade Th2 foi também relatada em casos de aborto recorrente 

(CHAOUAT et al., 2003, SAITO et al., 2010). Assim, o balanço Th1⁄Th2 tornou-se 

insuficiente para explicar o mecanismo que previne a rejeição do aloenxerto fetal e 

outros perfis de citocinas foram descritos para os linfócitos TCD4+, entre eles, Th3 e 

Th17, que parecem atuar durante a gestação (REINHARDT et al., 2006; WU et al., 

2014).  

Respostas caracterizadas como Th17, T reguladoras (Treg) e células NK têm sido 

apontadas como fatores relevantes na gestação (SAITO et al., 2008; PECK; MELLINS, 

2010; SAITO et al., 2010). A citocina IL-17 tem ação pró-inflamatória, definindo a 

resposta do tipo Th17 (PECK; MELLINS, 2010; CROME; WANG; LEVINGS, 2010), 

descrita como indutora de inflamação em doenças autoimunes e na rejeição aguda dos 

transplantes (NORMANTON; MARTI, 2013), além de mediar ambas as respostas de 

defesa antimicrobiana e inflamação patológica (PECK; MELLINS, 2009). Em contraste, 

as células Treg fazem a imunorregulação e a indução de tolerância, inibindo a produção 

e liberação de citocinas pelas células TCD4+ e TCD8+, a produção de imunoglobulinas 

pelas células B (CD19+), a maturação de células dendríticas e a atividade citotóxica das 

células NK (SAKAGUCHI et al., 2005, AKBAR et al., 2007, SAITO et al., 2010).  

O perfil de citocinas das células NK da decídua é diferente do perfil de células 

NK do sangue periférico. As NK da decídua foram descritas como produtoras de TGF-

β, IFN-γ, TNF-α,IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 e não produtoras de IL-13, enquanto que as NK 
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do sangue periférico produzem TGF-β, sugerindo um papel importante desta citocina na 

manutenção da gestação, uma vez que é um importante fator imunorregulador de células 

T, células B, NK e células dendríticas (SAITO et al., 2008). Embora se saiba que o IFN-

γ, TNF-α e a IL-2 são potencialmente deletérios para o concepto, IL-4, IL-6 e IL-10, em 

conjunto com o TGF-β, favorecem a implantação e controlam as respostas maternas 

nocivas (KRISHNAN et al., 1996). A IL-10 é reconhecida por auxiliar na manutenção 

da gestação humana por inibição direta da síntese de citocinas do tipo Th1 e na supressão 

de uma proporção significativa de células NK (RIVERA et al., 1998; VIGANO et al., 

2001). Entretanto, in vitro, a combinação das interleucinas IL-2 e IL-12 aumentam a 

secreção de IL-10 produzida pelas células natural killer uterinas (uNK), e esta IL-10 

aumenta a citotoxicidade das células uNK induzidas por IL-2 e outras células 

inflamatórias na placenta (VIGANO et al., 2001). 

Estudos em modelos experimentais e em gestantes diabéticas relatam que a 

produção de citocinas auxilia no processo de regulação do diabetes ou hiperglicemia 

(RABINOVITCH, 1994; SPRANGER et al., 2003; MORELI et al., 2012; FAGUNDES 

et al., 2015). Indivíduos com aumento combinado de IL-6 e TNF-α ou com aumento de 

TNF-α e IL-1β apresentam maior risco de desenvolver DM2 (SPRANGER et al., 2003). 

Ainda, gestantes com DM2 tem aumento de IL-17 no plasma, indicando que esta citocina 

é importante marcador imunológico de inflamação durante a progressão do diabetes 

(FAGUNDES et al., 2015). A supressão na produção de TNF-α parece ser necessária 

para a manutenção da gestação e a IL-10 representa fator de proteção para o 

desenvolvimento do feto no início da gestação (PERTYNSKA-MARCZEWSKA et al., 

2010; MORELI et al., 2012). Por outro lado, a produção de citocinas derivadas de 

neutrófilos representa risco para a saúde fetal e contribui para as complicações 

observadas em gestantes diabéticas (PERTYNSKA-MARCZEWSKA et al., 2010). 
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Os neonatos apresentam um perfil de citocinas anti-inflamatórias que parece ser 

induzida durante a vida fetal. Este perfil pode ser reflexo do ambiente inflamatório 

materno, evidenciado por aumento de TNF-α (MORELI et al., 2012), IL-6 e IL-17 

(FAGUNDES et al., 2015). Estudos em recém-nascidos, de animais e humanos, 

confirmaram que os linfócitos T tem desvios para o padrão Th2. Demonstraram, 

também, in vitro, a proliferação de linfócitos em presença de IL-4 e IL-7, sugerindo que 

os linfócitos são células imaturas e que podem ser moduladas (HOLT, 1997; 

PRESCOTT; SLY; HOLT, 1998; KHAN et al., 2006). De forma similar, a presença das 

citocinas IL4 e IL17 estimularam a atividade microbicida das células do sangue do 

cordão umbilical de conceptos de mães hiperglicêmicas (FAGUNDES et al., 2015). 

Considerando a associação entre respostas imunológicas e resultados pré e pós-

natal, a identificação de alterações no sistema imunológico na interface materno-fetal 

seria de interesse para a prevenção de resultados adversos da gestação. Entretanto, 

alguns dos mecanismos imunológicos para a manutenção e o resultado favorável da 

gravidez precisam ser melhor definidos. Entre eles, a expressão de receptores e 

marcadores imunorreguladores na placenta seriam de interesse para garantir transporte, 

proteção, nutrição, respiração e controle endócrino durante a gestação. 

 

Transferência placentária de IgG e subclasses 

Durante a gestação, ampla variedade de substâncias, incluindo solutos e 

nutrientes, são eficientemente transferidas, ativa ou passivamente, através da placenta 

para o feto (RIQUELME, 2009). Através deste mecanismo, anticorpos maternos são 

transferidos para o feto e conferem ao neonato uma proteção imunológica temporária, 

com todo o repertório materno vivenciado ao longo da vida, o que é essencial para o 

crescimento e o desenvolvimento fetal. Outros fatores com atividade anti-infeciosa 
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também são transferidos para o feto e apresentam importância imunológica nos 

processos de tolerância e regulação imunológica, como a liberação de citocinas 

(CHUCRI et al., 2010). Entre os tipos de anticorpos, apenas quantidades significativas 

de imunoglobulina G (IgG) são transferidos através da placenta para o feto (PALMEIRA 

et al., 2012). A imunidade humoral adquirida através de transferência materno-fetal de 

imunoglobulinas auxilia na prevenção de infecções perinatais. 

Os anticorpos IgG têm papel importante na proteção para uma ampla gama de 

agentes patogênicos, toxinas e na imunidade. O transporte específico de IgG da 

circulação materna para os capilares fetais é realizado pelo Receptor Fc neonatal (FcRn) 

(SHAH et al., 2003). Este receptor participa da modulação da resposta imunológica 

humoral e mediada por células (PALMEIRA et al., 2012). O isolamento do receptor 

FcRn a partir da placenta humana indicam que interação da IgG com o FcRn impede a 

degradação, explicando, assim, a meia-vida longa desta classe de anticorpo 

(ROOPENIAN; AKILESH, 2007; SZLAUER et al., 2009; CIANGA et al., 2011; 

GAFENCU et al., 2003). Formas solúveis dos FcRn de baixa afinidade podem ser 

encontradas nos fluidos biológicos. Estas moléculas podem ser geradas pela clivagem 

enzimática dos receptores de membrana ou como produtos de splicing alternativo 

(GALON et al., 1995).  

Em gestações de termo, as concentrações de IgG no sangue do cordão umbilical 

tem boa correlação com os níveis maternos de IgG (PALMEIRA et al., 2012). A 

concentração final de anticorpos na circulação dos neonatos depende dos níveis de 

células B CD19+, das concentrações de IgG e de sua transferência através da placenta, 

podendo variar entre diferentes populações ou entre recém-nascidos de mães com 

diferentes patologias (CHUCRI et al., 2010). A hiperglicemia altera a transferência de 

IgG através da placenta e diminui os níveis de imunoglobulina no sangue materno 
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(FRANÇA et al., 2011). A concentração de IgG é maior no sangue do cordão umbilical 

de recém-nascidos de mães com hiperglicemia leve, possivelmente pelo aumento de 

transferência desta imunoglobulina através da placenta (FRANÇA et al., 2011). É 

possível que o aumento na concentração de IgG no sangue de cordão esteja relacionado 

a alterações no número e expressão de receptores FcRn. 

 

Justificativa do estudo   

A hiperglicemia materna induz a alterações imunológicas maternas, fetais e 

placentárias. Entretanto, muitas delas, e seus respectivos mecanismos, ainda não estão 

totalmente esclarecidos, sendo de interesse elucidar melhor o funcionamento da interface 

materno-fetal nas gestações complicadas por diabetes ou hiperglicemia. Assim, se 

iniciou uma linha de pesquisa específica, com alguns resultados já publicados e outros 

em investigação, justificando-se a proposição desse estudo, para avaliar o papel da 

hiperglicemia materna no perfil imunológico de seus recém-nascidos, bem como, avaliar 

os perfis imunorregulatórios das células NK, da produção de citocinas e da expressão de 

receptores que facilitam a transferência da imunidade materna para o feto.  
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OBJETIVO GERAL  

Avaliar a presença de células NK e a produção de citocinas no sangue, materno e 

do cordão umbilical, e na placenta; quantificar a produção de anticorpos e a passagem de 

IgG total, e respectivas subclasses, via receptor FcRn no sangue de cordão e placenta em 

gestações complicadas por diabetes ou hiperglicemia.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar, em gestações complicadas por diabetes ou hiperglicemia gestacional leve: 

(i) Imunofenotipagem e os percentuais de células CD16+, CD56+, CD19+ no 

sangue materno, cordão e placenta;  

(ii) Concentração das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12-p70, 

IL-17A, IFN-γ e TNF-α no sangue materno, cordão e placenta; 

(iii) Passagem transplacentária de IgG total e subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 e 

IgG4) e correlacionar com as concentrações de IgG e subclasses presentes no 

sangue materno e sangue de cordão; 

(iv) Expressão do receptor FcRn na placenta e correlacionar com as 

concentrações de IgGs e o FcRn no sangue materno e de cordão; 
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MÉTODO 

 

Sujeitos  

Foram incluídas gestantes portadoras de (i) hiperglicemia gestacional leve (HGL; 

TTG75g normal e PG alterado), (ii) diabetes mellitus gestacional (DMG; TTG 75g e PG 

alterados na gestação) e DM prévio tipo 2 (DM2, diagnosticado antes da gestação), (iii) não 

diabéticas (ND; TTG 75g e PG normais), atendidas no Serviço Especializado de Diabetes e 

Gravidez da FMB-Unesp, referência para essas gestações de risco. O diagnóstico de DMG 

e HGL foi realizado de acordo com o protocolo do Serviço (RUDGE et al., 2005; ADA 

2011).  

 

Cálculo do tamanho amostral 

Para o cálculo do tamanho amostral foram avaliadas a diferença das médias de 

hemoglobina glicada entre os grupos HGL e DMG, considerando-se a menor distância entre 

os resultados e o maior número de sujeitos para a amostra (MORELI et al., 2012). 

Assumindo uma perda de seguimento da ordem de 10% e corrigindo para os efeitos dos 

erros α (1%) e β (20%) atribuídos ao estudo, foram incluídas 120 gestantes, distribuídas em 

quatro grupos experimentais:  

 grupo ND (controle / não-diabético): gestantes/nutrizes que, apesar de apresentarem 

fator de risco para DMG, tinham resposta normal aos testes diagnósticos realizados 

durante a gestação (TTG-75g e PG) (N = 30).  

 grupo HGL: gestantes/nutrizes com diagnóstico de HGL, confirmado por resposta 

normal ao TTG-75g e alterações no Perfil Glicêmico (PG), aplicados em série, entre 

24 e 28 semanas de gestação (N = 30); 
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 grupo DMG: gestantes/nutrizes com diagnóstico de DMG, confirmado por alteração 

no Teste de Tolerância à Glicose (TTG-75g), realizado entre 24 e 28 semanas de 

gestação (N = 30); 

 grupo DM2: gestantes/nutrizes portadoras de DM tipo 2, diagnosticado antes da 

gestação, independentemente se tratada com insulina e/ou antidiabéticos orais (N = 

30); 

 

Desenho do estudo 

Estudo prospectivo, tipo corte transversal, onde foram incluídas gestantes e seus 

recém-nascidos classificados nos grupos de estudo, descritos acima. 

 

Definição dos critérios inclusão, exclusão e descontinuidade 

Critérios de inclusão: 

 Ser classificada nos grupos definidos no delineamento do estudo; 

 Idade gestacional mínima de entrada no protocolo de tratamento de 30 semanas, para 

as portadoras de HGL e DMG, e de 20 semanas para as DM2; 

 Idade gestacional no parto entre 37 a 416/7 semanas, reações sorológicas negativas 

para hepatite, HIV e sífilis; 

 Realizar assistência pré-natal e parto no Serviço 

 Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Critérios de exclusão: 

 gravidez gemelar;  

 malformações fetais; 

 parto antes da 37ª semana de gestação.  
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Critérios de descontinuidade: 

 abandono do pré-natal no Serviço;  

 malformação fetal diagnosticada no momento do parto;  

 perda de dados relativos ao parto e ao período neonatal. 

 

Definição das variáveis 

Variáveis de Caracterização das Mães e Recém-nascidos 

 Idade (em anos) e idade gestacional (em semanas completas), na entrada do 

protocolo de tratamento do Serviço; 

 Índice de Massa Corporal (IMC) – calculado pela relação [(peso/altura2) X 100], em 

Kg/m2, avaliado com o peso pré-gestacional; 

 Média glicêmica mantida na gestação, categorizada em adequada (MG <120mg/dL) 

e inadequada (MG ≥120mg/dL) (Rudge et al., 2000); 

 Percentual de hemoglobina glicada; 

 Tipo de diabetes e distúrbios hiperglicêmicos;  

 Níveis de Insulina, Bilirrubina e Glicose (mg/dL) do recém-nascido; 

 Peso do recém-nascido; 

 Relação peso / idade gestacional do recém-nascido - categorizada em pequeno (PIG), 

adequado (AIG) e grande (GIG) para a idade gestacional; 

 Índice Ponderal do recém-nascido (RN) - calculado pela relação 

[(peso/comprimento3)X100] em g/cm3; 

 Índice Placentário - relação entre o peso (em gramas) da placenta e o peso (em 

gramas) do recém-nascido (RN). 

Variáveis Independentes 

Grupos de gestantes com respectivos recém-nascidos: 
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 ND (não diabéticas com fator de risco para diabetes gestacional) (TTG75g e PG 

normais); 

 HGL (hiperglicemia gestacional leve) (TTG75g alterados antes da gestação); 

 DMG (diabetes mellitus gestacional) (TTG75g e PG alterados na gestação); 

 DM (diabetes mellitus tipo 2) (TTG75g e PG alterados). 

Variáveis Dependentes 

 Determinação dos percentuais de células e da concentração de citocinas no sangue 

materno, sangue de cordão e placenta; 

 A passagem transplacentária de IgG total e subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) no 

sangue de cordão e placenta; 

 A expressão do receptor FcRn, no sangue de cordão e placenta. 

 

Métodos de Coleta e Avaliação 

As coletas de sangue materno foram realizadas a partir da 37º semana de gestação 

(no termo e antes do início de trabalho de parto).  As coletas do sangue materno seguiram 

as orientações de biossegurança protocolares da Sociedade brasileira de patologia 

clínica/Medicina laboratorial para coleta de sangue venoso (SBPC/ML, 2010) e a quantidade 

máxima de sangue colhido foi de 10ml. A coleta de sangue de cordão foi realizada no 

momento do parto, logo após o nascimento, seguindo os mesmos procedimentos da coleta 

de sangue materno. As amostras de placenta foram coletadas logo após a dequitação. As 

amostras foram devidamente processadas e posteriormente armazenadas para as avaliações 

propostas, conforme fluxograma apresentado no Anexo 2:  

(i) Imunofenotipagem e os percentuais de células CD16+, CD56+ e CD19+ no 

sangue materno, cordão e placenta;  
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(ii) Concentração das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12-p70, 

IL-17A, IFN-γ e TNF-α no sangue materno, cordão e placenta;  

(iii) Passagem transplacentária de IgG total e subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 e 

IgG4); 

(iv) Expressão do receptor FcRn na placenta e correlacionar com as 

concentrações de IgG no sangue materno e de cordão; 

 

Média glicêmica da gestação (MG) 

Para as avaliações de glicemia e insulina do recém-nascido: (i) foram avaliadas 

pelo método da glicose oxidase (Glucose – Analyzer Beckman II, Fullerton, CA, USA®) e 

(ii) realizado através de imunoensaio quimioluminescente por micropartículas (Architect 

insulina, Abbot laboratórios, São Paulo, SP, Brasil®). 

A Média Glicêmica (MG) foi calculada pela média aritmética de todas as dosagens 

de glicemia plasmática observadas nos perfis glicêmicos realizados durante a gestação: (i) a 

partir do diagnóstico realizado entre 24ª e a 28ª semanas de gestação para os grupos: HGL 

e DM e (ii) a partir da primeira consulta de pré-natal para gestantes com DM prévio à 

gestação (DM1 e DM2).  

 

Obtenção de células mononucleares do sangue materno e sangue do recém-nascido  

A partir da 37ª semana de gestação foram coletadas amostras de sangue materno (5 

a 10ml) em tubos Vacutainer com EDTA (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA®). 

O sangue de cordão (10ml) foi coletado no intraparto, logo após o clampeamento, em tubos 

Vacutainer com EDTA (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA®). As amostras de 

sangue materno e do cordão umbilical foram centrifugadas por 15 minutos a 160G. O plasma 

foi retirado e reservado para as dosagens de citocinas e anticorpos. As células foram 
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separadas em gradiente de densidade com Ficoll-Paque (Pharmacia) por 40 minutos a 160 

G, sob temperatura de 4oC, sendo retirado o botão celular (células mononucleares). A seguir 

as células foram incubadas em estufa de CO2, em placa de Petri, por 1 hora a 37oC.  As 

células foram contadas em câmara de Newbauer, e as concentrações celulares ajustadas para 

2 x 106 células/ml. As células mononucleares foram utilizadas nos ensaios de 

imunofenotipagem. 

Para expressão do Receptor FcRn as células foram incubadas com Tampão de Lise 

(Bectan Dickison (BD), Pharm lyseTM –BD Biosciences, USA) por 10 min a 4oC e lavadas 

duas vezes com Tampão FACS (BD Biosciences, USA). As células foram utilizadas 

imediatamente para análise do receptor FcRn. 

 

Obtenção de células da Placenta  

Foram coletadas amostras de placenta no momento do parto e imediatamente 

lavadas com solução salina, após isso, foi retirada uma amostra, respeitando-se uma margem 

mínima de 2 cm da inserção do cordão umbilical e da borda placentária (CALDERON et 

al., 2007), a placenta foi cuidadosamente dissecada, a partir de procedimento adaptado 

descrito para o isolamento citotrofoblasto aminiocoriônico isolando o tecido extraviloso da 

porção vilosa (STENQVIST et al., 2008; BORBELY et al., 2014). Os fragmentos viloso e 

extraviloso foram armazenados e depois processados para a separação de células. 

Fragmentos de placenta foram maceradas em PBS com Tween 20 suplementada com 

inibidores de protease (0,1 mM de fluoreto de phenylmethylsulfonyl; 0,1 mM de cloreto de 

benzetônio, 10 mM de EDTA, 20 UI de aprotinina, e 0,5% de BSA) em uma proporção de 

100 mg de tecido / ml, usando um homogeneizador de alimentação Gen 125 (Fisher 

Scientific®). O homogenato foi filtrado e reservado para quantificação de citocinas e o 

sedimento (células) foi fracionado por centrifugação (160 x g, 40 min), através de gradiente 
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de densidade. O processo de isolamento foi por Ficoll-Paque (densidade 1,077 g / l; Sigma 

Chemical, St. Louis, EUA). Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado, e as bandas 

opacas nas interfaces entre PBS e Ficoll-Paque-1077 contendo as células mononucleares 

foram recolhidas cuidadosamente por aspiração com uma pipeta de Pasteur siliconizada e 

transferidas para tubos. Células NK foram purificadas por seleção positiva (DURIEZ et al., 

2014). As células mononucleares foram contadas em câmara de Newbauer, e as 

concentrações celulares ajustadas para 2 x 106 células/ml. Uma parte das células foram 

utilizadas nos ensaios de imunofenotipagem. 

Para expressão do receptor FcRn o sedimento foi fracionado por gradiente 

descontínuo. Gradiente de Ficoll-Histopaque foram preparados usando Histopaque 1119 

(densidade de 1.119 g mL-1, Sigma Chemical, St. Louis, USA) e Ficoll-Paque 1077 

(densidade de 1.077 g mL-1, Sigma Chemical, St. Louis, USA) para isolar as células. Após 

a centrifugação, uma banda opaca de células foi formada foi formada na interface entre o 

plasma e Ficoll-Paque-1077 e uma outra banda na interface entre o Ficoll-Paque-1077 e 

Histopaque-1119. Estas bandas foram cuidadosamente transferidos para tubos com uma 

pipeta de Pasteur siliconizada. As células foram lavadas duas vezes com meio 199 (Sigma 

Chemical, St. Louis, EUA). As células foram utilizadas imediatamente para os testes de 

expressão de FcRn.  

 

Imunofenotipagem 

Após a separação as células do sangue materno, de cordão umbilical e placentas 

foram lavadas com Tampão fosfato (PBS) acrescido de BSA (soro albumina bovino) por 10 

minutos a 4oC. As células foram marcadas com 1µl de anti-CD4PE, anti-CD3PE, anti-

CD56PE, anti-CD16FITC, anti-CD19FITC por 30 minutos. As células foram lavadas e 

ressuspendidas PBS-BSA e analisadas por citometria de fluxo (FACS Calibur, BD 
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Bioscience, USA). O mínimo de 10.000 células foi avaliado pelo tamanho, granulosidade e 

intensidade de fluorescência. Os dados foram analisados usando Cell Quest Software (BD 

Biosciences, EUA). 

 

Quantificação das Citocinas 

As concentrações de citocinas presentes nas amostras de plasma e na placenta foram 

avaliadas pelo Kit “Cytometric Bead Array” (CBA, BD Bioscience, USA)(Pillat et al., 

2009). As análises destas citocinas foram realizadas através de citometria de fluxo (FACS 

Calibur, BD Bioscience, USA). Os dados foram analisados através do software FCAP Array. 

 

Quantificação da concentração de Imunoglobulina G total e das subclasses (IgG1, 

IgG2, IgG3 e IgG4) 

As concentrações da Imunoglobulina G e das subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) 

foram determinadas pelo método imunoenzimático (ELISA-Bioscience, Viena, Áustria). As 

amostras de plasma sanguíneo utilizadas para a quantificação de IgG total, IgG1, IgG2, IgG3 

e IgG4 foram previamente diluídas em solução tampão (PBS, 1% Tween-20 e 10% Soro 

Albumina Bovino) seguindo as respectivas proporções: 1:1000 (v/v); 1:1000 (v/v); 1:10000 

(v/v); 1:1000 (v/v) e 1:100 (v/v). A leitura foi realizada em espectrofotômetro de placas com 

um filtro de 450nm. Os resultados foram calculados pela curva padrão e expressos em 

mg/dL.  

 

 

Expressão do Receptor FcRn nos leucócitos do sangue e da placenta 

As células foram lavadas (10 min; 4°C) e ressuspendidas em PBS contendo 

albumina de soro bovino (BSA- Sigma, ST Louis, USA; 5mg/mL). As células do sangue e 
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da placenta foram incubadas com 10 uL de anticorpo anti-FcRn produzidos em coelho 

(Sigma, ST Louis, USA) durante 30 min a 4°C. Após este período, as células foram lavadas 

duas vezes (10 min - 160 x g) e coradas com 10 uL de anti-Ig rabbit-FITC (BD Biosciences, 

EUA) durante 30 min a 4 ° C. As células foram lavadas e ressuspendidas em PBS contendo 

albumina de soro bovino (BSA- Sigma, ST Louis, USA; 5mg/mL) e analisada em citometria 

de fluxo. Para bloquear os receptores-FcγR, as células viáveis foram previamente incubadas 

com anti-human CD16-PE, CD32-PE e CD64-PE (BD Biosciences, EUA). Células, um 

mínimo de 10.000, foram avaliadas por tamanho (FSC), granularidade (SSC) e intensidade 

de fluorescência (FL) em citômetro de fluxo (FACS Calibur, BD Biosciences, EUA). Os 

dados foram analisados usando as células Quest Software (BD Biosciences, EUA). 

 

Análise Estatística 

A taxa de transferência placentária de IgG total, e de subclasses foram calculadas a 

partir da relação da concentração de anticorpos no sangue de cordão / concentração de 

anticorpos maternos x 100. Para a análise de (i) imunofenotipagem e os percentuais de 

células CD16+, CD56+, CD19+(ii) Concentração das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, 

IL-10, IL-12-p70, IL-17A, IFN-γ e TNF-α; (iii) Passagem transplacentária de IgG total e 

subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4); (iv) Expressão do receptor FcRn, utilizou-se o teste 

de Análise de Variância (ANOVA), seguido de comparações múltiplas pelo teste de Tukey. 

Para todos os testes, considerou-se p<0,05, como limite de significância estatística. 

 

 

Aspectos Éticos 

As considerações éticas foram baseadas no uso do material biológico para fins 

científicos, com sigilo da identidade da gestante, livre de coação ou conflito de interesses da 
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instituição ou de pessoas envolvidas no projeto. As coletas respeitaram os protocolos 

técnicos do hospital e dos serviços envolvidos. As gestantes foram previamente informadas 

e o material somente foi coletado ou utilizado sob expresso consentimento em formulário 

específico (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE), conforme resolução 

No466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saúde (CNS). O projeto de 

pesquisa deste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade 

de Medicina de Botucatu, protocolo número 4389-2012 (anexo 1).  
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RESULTADOS 

Os resultados desse estudo definiram dois artigos originais completos: 

Artigo 1 – PUBLICADO ON LINE 

Cristiane de Castro Pernet Hara, Eduardo Luzía França, Danny Laura Gomes 

Fagundes, Adriele Ataides de Queiroz, Marilza Vieira Cunha Rudge, Adenilda 

Cristina Honorio-França, Iracema de Mattos Paranhos Calderon. 

Characterization of Natural Killer Cells and Cytokines in Maternal Placenta 

and Fetus of Diabetic Mothers. Journal of Immunology Research. (2016). 

http://dx.doi.org/10.1155/2016/7154524 - Fator de Impacto (JCR-2015): 2.812 

 

Artigo 2 – PUBLICADO ON LINE 

Estéfani Gonçalves de Souza*, Cristiane de Castro Pernet Hara*, Danny Laura 

Gomes Fagundes, Adriele Ataides de Queiroz, Glilciane Morceli, Iracema de 

Mattos Paranhos Calderon, Eduardo Luzía França, Adenilda Cristina Honorio-

França. Maternal-foetal Diabetes Modifies Neonatal Fc Receptor Expression 

on Human Leukocytes. Scandinavian Journal of Immunology. (2016) *equal 

participation. http://dx.doi.org/10.1111/sji.12466 - Fator de Impacto (JCR-

2015): 2.27 

 

 

http://dx.doi.org/10.1155/2016/7154524
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ARTIGO 1 – PUBLICADO 
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ARTIGO 2 – PUBLICADO 
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SÍNTESE DOS RESULTADOS DOS ARTIGOS 

 

ARTIGO 01 

 

Amostra Parâmetro Resultado 

MÃE 

IMC i DM-2 

Média glicêmica DM-2 

HbA1C 

DMG 

DM-2 

Citocinas 

IL-2 DMG 

IFN-γ DMG  

IL-17 DM-2 

Células NK 

CD16+CD56- DMG e DM-2 >>> HGL 

CD16-CD56+                        Semelhante entre os grupos 

CD16+CD56+ DMG 

RN 

Índice Placentário 

DM-2 

DMG 

HGL 

LGA HGL  

Citocinas 

IL-4 DMG 

IFN-γ DMG 

IL-17 DMG e DM-2 

Células NK 

CD16+CD56- DM-2 

CD16-CD56+ DMG e DM-2 

CD16+CD56+ DMG 

Semelhante 
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Placenta 

Citocinas 

 Extraviloso Viloso 

IL1-β HGL e DMG Semelhante 

IL-2 Semelhante HGL 

IL-4 HGL  Semelhante 

IL-6 HGL e DMG       DMG e HGL     DM-2 

IL-8 DMG    HGL e DM-2 DMG 

IL-10 HGL, DMG e DM-2 DMG 

IL-12p70 DM-2 Semelhante 

TNF-α DM-2 DM-2 

IFN-γ HGL e DM-2        DMG  HGL e DM-2 

IL-17 HGL e DM-2 HGL e DM-2 

Células NK 

CD16+CD56- DMG e DM-2 Semelhante 

CD16-CD56+ HGL e DMG         DM-2 HGL e DMG     DM-2 

CD16+CD56+ HGL e DMG       DM-2 DM-2 
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ARTIGO 2 

 

Amostra/Parâmetro 

Grupo/Resultado 

HGL DM-2 

Sangue Materno Semelhante Expressão de CD19 CD19 

Sangue do cordão CD19 Semelhante Expressão de CD19 

Placenta Semelhante Expressão de CD19 Semelhante Expressão de CD19 

Sangue Materno IgG2 e IgG4          IgG1 IgG total e IgG2          IgG4 

Sangue do cordão IgGtotal, IgG3 e IgG4 IgG2 IgG3 e IgG4 

[Sangue do cordão/sangue 

materno].100 

IgG3 IgG1, IgG3 e IgG4 

Sangue Materno Semelhante Expressão de FcRn Expressão do receptor FcRn 

Sangue do cordão Expressão do receptor FcRn Expressão do receptor FcRn 

Placenta Expressão do receptor FcRn Expressão do receptor FcRn 

IgG total [Sangue materno/ 

sangue do cordão] 

Correlação negativa  

IgG total [Sangue materno/ 

tx. de transferência] 

Correlação negativa Correlação negativa 
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 CONCLUSÕES  

Os resultados deste estudo sobre o percentual de células NK, produção de 

citocinas e expressão do receptor que facilitam a transferência de imunidade materna 

para unidade feto-placentária permitem as seguintes conclusões: 

 A hiperglicemia materna influencia no perfil imunológico materno e de 

seus recém-nascidos, produzindo um ambiente inflamatório com elevada 

produção de citocinas, apresentando alterações na expressão de células 

NK, na expressão do receptor FcRn na placenta, na produção e taxa de 

transferência de IgG. 

 Reforçam, ainda, a hipótese que a placenta é capaz de modular células e 

citocinas do sangue materno antes de transferir para o feto e que a 

hiperglicemia modifica o fenótipo das células. 

 Os resultados sugerem o IFN-γ como potencial marcador no sangue 

materno para o grupo DMG e a IL17-A como potencial marcador no 

sangue materno para o grupo DM2, sugerindo ambas citocinas como 

biomarcadores na predição dessas condições associadas à gestação.  
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FLUXOGRAMA 1 - Processamento das Amostras 

 

 


