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Resumo

O objetivo dessa revisdao foi explorar a literatura sobre a atuacdo das citocinas IL-10 e
TNF-o. na gestacdo, destacando aspectos de interesse para a clinica obstétrica. A literatura
disponivel destaca varias funcdes da IL-10 e do TNF-o. na gestacdo. Via de regra, estas citocinas
desempenham papéis antagonicos e dependentes do balanco entre elas, condicdo que é
orquestrada pela funcdo imunomoduladora especifica da IL-10. O TNF-o. tem acdo de
caracteristica inflamatdria, sendo relacionado a perdas fetais recorrentes, sindromes
hipertensivas, restricdo do crescimento fetal e diabete melito gestacional. Entretanto, os
resultados ainda sdo controversos e ndao completamente definidos. Tais conflitos sdo
atribuidos a heterogeneidade dos estudos, principalmente relacionada a natureza, ao tamanho
amostral, aos métodos de avaliacao e a multiplicidade de fatores e condi¢cdes que influenciam
a producdo das citocinas. Estas questBes sdo fundamentais e devem ser consideradas em
futuras investigacdes para que resultados mais consistentes possam nortear a pratica

obstétrica.

Palavras-chave: citocinas, interleucina 10, fator de necrose tumoral alfa, gestacdo, placenta



Abstract

The purpose of this work was to review the literature concerning the action of cytokines IL-10
and TNF-a in pregnancy, giving emphasis to aspects of interest to clinical obstetrics. The
literature available highlights several IL-10 and TNF-a actions in pregnancy. These cytokines
usually play balance-dependent opposing roles orchestrated by the IL-10-specific
immunomodulatory function. TNF-a action is characteristically inflammatory and has been
associated with recurrent fetal loss, hypertensive syndromes, fetal growth restriction and
gestational diabetes mellitus. However, study results are controversial and remain not clearly
defined. These conflicts are attributed to the heterogeneity of the studies, particularly
regarding sample nature and size, evaluation methods, and the multiplicity of factors and
conditions that influence cytokine production. These questions are fundamental, and should
be addressed in future investigations so that more consistent results can be obtained and

applied to obstetric practice.

Key -words: cytokines, Interleukin 10, tumor necrosis factor-alpha, pregnancy, placenta



Introdugdo

Citocina e Gestagdao — Generalidades

As citocinas pertencem a uma diversificada familia de pequenas proteinas soltveis, expressas
por varios tipos de células e tecidos e, atuam como mediadores imunoldgicos. As
subpopulagdes de citocinas, classicamente, as T helper 1 (Th1l) e T helper 2 (Th2) tém papel
fundamental na diferenciacdo da natureza da resposta imune. Se ha predominio de citocinas
Th1, o sistema imunoldgico vai gerar uma resposta mediada por células (tipo citotédxica), tendo
como alvo patégenos intracelulares ou células cancerigenas [1]. A subpopulagdo Th2 induz a
producdo de anticorpos contra patdégenos extracelulares, caracterizando a resposta

imunoldgica do tipo humoral [2].

Até o momento, foram identificados pelo menos 33 tipos diferentes de interleucinas (IL) [3].
A subpopulagdes Thl e Th2 foram as primeiras classes descritas, geralmente com formas
opostas de atuacdo, e tém sido bastante estudadas [4]. No homem, a subpopulagdo Thl é
classicamente representada pelo interferon gama (IFN-y) e pela interleucina 12 (IL-12);
caracterizam a subpopulagdo Th2, a IL-4, IL-5 e IL-13 [5,6]. O fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e as interleucinas 1 beta (IL-1B) e IL-6, tem destacada fungdo pré-inflamatdria, sendo

também classificadas na subpopulagdo de linfécitos Thl [6,7].

A IL-10 é um tipo especial de citocina que, em humanos, exerce dupla fun¢do imune:
estimulante e contra-reguladora ou imunossupressora, o que a excluiria das classes Thl e Th2.
Apesar disso, ela foi originalmente descrita como uma citocina Th2, por sua acdo

antiinflamatéria em roedores [6,8-9].

O TNF-a é essencial na orquestracdo da cascata de citocinas, sendo alvo terapéutico em
muitas doencas inflamatdrias. O aumento na produc¢do de TNF-a foi relacionado a patogénese
de vdrias doengas, tais como artrite reumatdide, doenca de Crohn, aterosclerose, psoriase,

sepse, diabete melito e obesidade [10].



Especificamente na gesta¢do, o sistema imunoldgico desempenha papel importante, tanto
para garantir sua evolugdo normal, como para favorecer o desenvolvimento de
complicagdes [11]. O sucesso da gestagdo parece ser resultado de um discreto balango entre
citocinas Thl e Th2, envolvidas no crescimento e desenvolvimento do feto [12]. O TNF-q, a IL-
1B e a IL-6 sdo algumas das citocinas fundamentais no inicio da gestacdo, atuando no
fenbmeno de implantacdo do blastocisto e, de maneira adversa, nas perdas de primeiro
trimestre. Com a evolucdo da gestacao, elevadas concentracdes de TNF-a foram relacionadas
ao desenvolvimento de pré-eclampsia e diabete melito gestacional (DMG) e, a redugdo de IL-
10, ao parto pré-termo [6,7,13-14]. Mecanismos placentdrios também estdo envolvidos na
regulacdo da resposta imune da gestacdo [15]. As células trofoblasticas e de Hofbauer,
identificadas na placenta, produzem diversos tipos de citocinas, inicialmente com funcdo
autdcrina ou paracrina, mas que podem atingir a circulagdo materna e provocar alteracbes
metabdlicas apds a formagdo dos vilos placentarios [16]. De acordo com a literatura, a
placenta pode contribuir tanto para a reducao da resposta imune materna, como perder seu
papel regulatério e favorecer o desenvolvimento de algumas complicacdes, entre elas, o

diabete e a pré-eclampsia [14,16-17].

Considerando a associacdo entre respostas imunoldgicas e resultados obstétricos, a
identificacdo precoce de alteragdes no sistema imunoldgico seria de interesse na prevencao de
resultados adversos da gestacdo. Entretanto, o perfil imunoldgico ao longo da gravidez

humana precisa ser melhor definido [6].

Entre as décadas de 1980 a 1990, a tolerancia materna aos aloantigenos fetais foi explicada
pelo predomino da imunidade do tipo Th2 sobre o Thl, protegendo o feto do "ataque"
materno. O predominio de Thl foi observado nos casos de aborto, recorrente [18-19] e
espontaneo [18,20], e de pré-eclampsia [18,21]. No entanto, o predominio da imunidade Th2

foi também relatada em casos de aborto recorrente [18,22] e, portanto, o paradigma Th1/Th2



tornou-se insuficiente para explicar o mecanismo que previne a rejeicao do aloenxerto fetal.
Diante disso, alguns autores ja comegam a expandir este cldssico paradigma, incluindo
respostas caracterizadas como Th1l7 e T reguladoras (Treg) [18,23]. A citocina IL-17 tem agdo
pro-inflamatéria, caracterizando a resposta do tipo Th1l7 [23-24] e foram descritas como
indutoras de inflamacdo em doencas autoimunes e na rejeicdo aguda dos transplantes. Em
contraste, as células Treg fazem a imunorregulacdo e a inducdo de tolerancia, inibindo a
producdo e proliferacao de citocinas nas células T CD4+ e CD8+, a producao de imunoglobulina
pelas células B, a atividade citotéxica das células natural killer e a maturacdao das células

dendriticas, resultando na indugao da tolerancia [18,25-26].

Diversos paradigmas foram também propostos para a modulagdo do sistema imunoldgico
especifico da gestacdo [20]. Mais recentemente, as células Treg ou de resposta T helper tipo 3
(Th3) foram identificadas [27-28] por sua agdo imunossupressora na gravidez [29]. Entre esses
mecanismos de ac¢do, a favor da modulagdo imunoldgica na gestacdo, a IL-10 parece ter papel

fundamental nesse tipo de resposta [30-31].

Thaxton & Sharma [32] propdem um modelo contemporaneo do balango modulatério das
citocinas pro e antiinflamatérias na evolugdo da gestacdo, diretamente dependente da acdo

imunossupressora da IL-10 (Figura 1).



Figura 1 — Modulagdo das citocinas na gestagao — reproduzido de Thaxton & Sharma [32]

Desde a implantacdo até o termo da gestacdo, a interacdo entre citocinas pré e
antiinflamatdrias é fundamental para o resultado normal da gestacao e a IL-10 parece ser a
chave para que isto aconteca. Achados recentes evidenciaram diminui¢do global de citocinas
pré-inflamatdrias, tais como TNF-a, IL-1f3, e IL-6, e aumento das contra-regulatérias, como a
IL-10, na evolugdo da gestacdo em mulheres sauddveis. De acordo com os autores, estas
alteracOes reforcam o papel da imunomodulacdo na manutencdo e desenvolvimento da

gestagdo normal [6].

Considerando que ha muito a esclarecer sobre o verdadeiro papel das citocinas nas gesta¢oes
humanas e interessados em contribuir para diminuir essa lacuna, esta revisdo teve como
objetivo explorar a literatura sobre a atuacdo das citocinas IL-10 e TNF-o. na gestacdo,

destacando aspectos de interesse para a clinica obstétrica.

Método

Os bancos de dados National Library of Medicine (Medline), Literatura Latino — americana e
do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Scientific Eletronic Library Online (Scielo) e Pubmed
foram consultados a procura de artigos nacionais, internacionais e das melhores evidéncias

cientificas disponiveis. Os trabalhos foram localizados com a utilizagdo das palavras-chave:



"citocinas”, “gestacdo”, “placenta”, “interleucina 10” e “fator de necrose tumoral alfa”. Em
determinadas pesquisas essas palavras foram utilizadas em inglés. Inicialmente ndo foi
estipulado um periodo limite para inclusdo dos trabalhos nesta revisdo, porém foi dado
preferéncia aos trabalhos publicados nos ultimos 15 anos. Os trabalhos selecionados para

inclusdo na revisdao foram avaliados pelos autores.

IL-10 e Gestagao

A IL-10 é uma citocina particularmente intrigante. Em humanos, é caracterizada como
pleiotropica, com dupla funcdo imune, estimulante e contra-reguladora (imunossupressora),
que a exclui do paradigma Th1-Th2. Apesar disso, ela foi originalmente descrita como uma

citocina de agao Th2 em roedores [6,8-9].

7

Esta citocina é codificada no cromossomo 1 e polimorfismos na regido promotora do gene
IL-10 podem interferir na sua regulacdo [32-33]. O seu receptor é composto de duas
subunidades, IL-10R1 e IL-10R2, expressas em células hematopoiéticas e ndo-hematopoiéticas,
entre estas, o citotrofoblasto. O receptor IL-10R1 é responsavel pela ligacdo da proteina IL-10;
o IL-10R2 é especifico para iniciar a cascata de transdugdo de sinais, necessarios para o
desempenho de sua funcdo. Estes sinais envolvem enzimas, as chamadas Januscinases (Jaks), e
fatores de transcricdo chamados transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo,
denominados STAT. Apods a ligagdo de IL-10 ao receptor, no citoplasma da célula ocorre a
fosforilagdo das enzimas Jaks em residuos de tirosina e consequente fosforilacdo dos STAT. Na
sequéncia, duas proteinas STAT se ligam entre si e se dissociam do receptor; os dimeros de
STAT migram, entdo, para o nucleo da célula onde se ligam a sequéncias de DNA nas regioes

promotoras dos genes responsivos a citocina IL-10 [32,34].

A IL-10 é citocina chave no inicio da gestacdo, por seu envolvimento em diversos eventos

importantes, entre eles, a formagdo da placenta. A IL-10 tem efeito protetor na unidade feto-



placentadria, inibindo a secregdo de citocinas inflamatorias, tais como IL-6, TNF-a e IFN-y [35] e,
juntamente com a IL-4 e a IL-13, parece modular a invasao trofoblastica [12]. De acordo com
Thaxton & Sharma [32], a IL-10 induz as células trofobldsticas na produgdo do fator de
crescimento endotelial vascular C (VEGF C) e do sistema molecular water channels aquaporins
(AQP1), estimulando a angiogénese placentaria. No final da gestacdo, a producdo de IL-10
diminui progressivamente, predominando as concentragdes de citocinas inflamatdrias. De
acordo com Hanna et al. [36] essa mudanga no perfil das citocinas é condi¢gdo necessaria para

desencadear o trabalho de parto espontaneo.

Outros resultados relacionam decréscimo na producao de IL-10 placentdria, tanto na porg¢ao
decidual como no trofoblasto, nas gesta¢cdes complicadas por restricdo do crescimento
intrauterino [37]. Isso também foi confirmado em estudos experimentais com camundongos
[38]. De modo contrario, maior produgdo de IL- 10 foi observada em gestaces de evolugdo
normal quando comparadas com gestac¢des de risco, destacando o papel fundamental da IL-10
na manutencdo e desenvolvimento da gestacdo [39]. Estudo recente, com modelo
experimental de hipertensdo em ratas, demonstrou normalizacdo dos niveis presséricos e da
funcdo endotelial associada a administracdo de IL-10. Segundo os autores, estes resultados
demonstram a importancia da acdo da IL-10 em condi¢ées de resposta inflamatédria

exacerbada [40].

Em sintese, a IL-10 é citocina importante para a manutencdo e evolucdo da gestacdo. Neste
periodo especifico, sua acdo imunossupressora desempenha papel chave (i) na regulacdo do
balanco de sinais pré e antiinflamatdrios, que orquestram o desenvolvimento adequado da
gestacdo, e (ii) no crescimento e remodelamento placentario, também de interesse para o

prognéstico favoravel da gestacdo.

TNF-a e Gestagao



O TNF-a é uma citocina inflamatéria, pertence a subpopulagdo dos linfécitos Thl e é
codificada no cromossomo 6. Esta citocina regula uma série de fungdes celulares, incluindo
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. Os macrofagos sao os principais produtores de

TNF-a e, também, altamente responsivos a esta citocina [10].

Os receptores de TNF s3o membros de uma grande familia de proteinas e estdo presentes em
guase todos os tipos de células, envolvidas em respostas imunes e inflamatdrias. Esses
receptores aparecem como trimeros na membrana citoplasmatica, antes mesmo da ligacao
com o TNF. Quando a citocina se liga ao receptor de TNF tipo | (TNF-RI) pode gerar dois
eventos distintos, a expressao génica ou a apoptose. Para a inducdo da expressdo génica de
mediadores inflamatdrios e proteinas antiapoptéticas (de sobrevivéncia), ocorre a ligacdo, na
regido citoplasmatica do receptor, da proteina adaptadora TRAAD (dominio de morte
associado ao receptor de TNF), e subsequente ligacdo de dois fatores intermediarios de
sinalizacdo: o fator associado ao receptor de TNF (TRAF) e a proteina de interagdo com o
receptor (RIP). Para ativacdo de caspases e inducdo da apoptose, a proteina adaptadora
TRAAD liga-se ao dominio de morte associado ao Fas (FAAD). Outro mecanismo de acdo dessas
citocinas inclui a ligacdo direta das caudas citoplasmaticas de outros membros da familia de

receptores de TNF a FAAD, levando a apoptose, ou as TRAF, induzindo a expressdo génica [34].

O TNF-o. aumenta com a evolugdo da gestagao e a principal fonte de produgdo desta citocina
parece ser a placenta [41]. O aumento de TNF-a pode exacerbar o quadro de resisténcia a
insulina, normal na gestagao, e favorecer o desenvolvimento do DMG [14]. Tal caracteristica é
explicada pela inibicdo da atividade tirosina-quinase do receptor de insulina em adipdcitos e
pela reducdo na fosforilacdo e ativacdo do substrato do receptor 1 de insulina (IRS-1), inibindo
a via de sinalizagdo da insulina [42]. Assim, a regulagdo do TNF-a durante a gestagdo pode

prevenir os efeitos deletérios da resisténcia a insulina. De acordo com alguns autores, esta



constatagdo contradiz o conceito classico de que a resisténcia a insulina na gestagdo é

induzida, exclusivamente, pelos hormonios placentdrios [43].

Varios estudos avaliaram as concentracées de TNF-a circulante em gestantes com DMG,
porém os resultados sdo ainda controversos. Alguns estudos observaram aumento de TNF-o.
no sangue de maes que desenvolveram DMG[44-49]. Entretanto, outros ndo confirmaram
estes achados [50]. Outros resultados de gestagdes complicadas por DMG identificaram
producdao no tecido adiposo, visceral e subcutdneo, associada a producdo placentaria de

TNF-a [14,51].

Observou-se aumento significativo na produgdo de TNF-a, na placenta e no tecido adiposo
subcutdaneo, em mulheres com DMG (n = 6) e ndo controladas (hiperglicemia), comparadas
com as portadoras de DMG bem controladas, ou seja, condicdes de normoglicemia. De acordo
com os autores, essas observagdes sugerem que os tecidos de mulheres com DMG aumentam
a liberagdo de TNF-o. em resposta a hiperglicemia. Como o TNF-a esta envolvido na regulagdo
do metabolismo de glicose e lipidios e da resisténcia a insulina, estes dados sdo consistentes

com a hipétese de que o TNF-a esta, especialmente, envolvido na génese do DMG [14].

Outros efeitos do TNF-a também foram descritos em recém-nascidos de maes diabéticas e ndo
diabéticas e em outras gestaces de risco. O TNF-o. estd diminuido nos filhos macrossémicos
de maes portadoras de DMG [45] e, de modo contrario, aumentado nas placentas de
gestacGes complicadas por restricdo do crescimento fetal [52]. Observou-se aumento nas
concentragcbes de TNF-a. em gestantes com pré-eclampsia (hipertensdo com proteinuria)
qguando comparadas as portadoras de hipertensdo gestacional (hipertensdo sem proteindria).
Isto sugere que o TNF-a pode ser utilizado como marcador de gravidade nas sindromes

hipertensivas na gestacdo [13].



Em sintese, o TNF-a esta relacionado a obesidade, intolerancia a glicose, diabete melito tipo 2
(DM2) e DMG e tem correlagdo positiva com o indice de massa corporal (IMC) [14,44,48,53].
Especificamente na gestacdo, a producdo de TNF-a do tecido adiposo materno é incrementada
pela produgdo placentdria desta citocina, constituindo fator diabetogénico adicional, de
importancia na patogénese da resisténcia a insulina e do DMG. Tal caracteristica desafia a
tradicional teoria de que os hormonios da reproducdo sdo exclusivos na reducdo da
sensibilidade a insulina durante a gestacao [14,43,49,54]. Ainda que ndo totalmente definido,
o TNF-a parece ser marcador do "dismetabolismo" e do controle glicEmico materno nas

gestacdes complicadas por DM2 e DMG.

Consideragoes Finais

A literatura disponivel destaca varias fungdes da IL-10 e do TNF-a na gestagdo normal. As
acGes parecem ser antagbnicas e dependentes do balanco entre elas, condicdo que é
orquestrada pela ag¢do imunossupressora especifica da IL-10. O TNF-a. tem agdo de
caracteristica inflamatdria e é fator diabetogénico adicional na gestacdo. A perda do controle
na producdo dessas citocinas, com desvio favoravel ao TNF-a, relaciona-se ao risco de
desenvolver complicacGes obstétricas, especialmente, perdas fetais recorrentes, DMG,
sindromes hipertensivas e restricdo do crescimento fetal. Entretanto, os resultados ainda sdo
controversos e nao completamente reprodutiveis. Tais conflitos sdo atribuidos a
heterogeneidade dos estudos, principalmente relacionada a natureza (in vivo e in vitro;
humanos e animais), ao tamanho amostral, via de regra insuficiente, aos métodos de avaliacdo
(imunoistoquimica ou ferramentas de biologia molecular) e a multiplicidade de fatores e
condi¢Ges que influenciam na producdo das citocinas. Estas questdes sdo fundamentais e
devem ser consideradas em futuras investigacGes para que resultados mais consistentes

possam nortear a pratica obstétrica.
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Resumo

Objetivo —Avaliar a producdo de IL-10 e TNF-a no sangue materno e placenta de gestantes
com diabete ou hiperglicemia. Método —192 gestantes foram distribuidas nos grupos: com
risco e ndo diabético (FR+; TTG-100g e PG normais), hiperglicemia gestacional leve (HGL;
TTG-100g normal e PG alterado), diabete melito gestacional (DMG; TTG-100g e PG alterados
na gestacdo) e DM2 (TTG-100g alterado prévio a gestagdo). IL-10 e TNF-o. foram determinadas
por ELISA, no sangue materno e placentas. Resultados —Todas as gestantes tinham o IMC
compativel com sobrepeso ou obesidade. A média glicémica (MG) diferenciou os grupos
(DM2 = DMG > HGL > FR+). A producdo de IL-10 na placenta ndo diferenciou os grupos, mas
mostrou tendéncia a queda no sangue das mdes DM2 (0,79 + 0,92pg/mL; p = 0,0591). O TNF-a
no sangue foi maior no DMG e menor no HGL (6,42 + 10,36 vs 1,95 + 1,37 pg/mL;
p = 0,0190); nas placentas, essa concentracdo foi maior no DM2 (490,18 + 962,31 pg/mL;
p = 0,0008). Foram correlagdes significativas: (i) TNF-a sangue e IMC, inicial (r = 0,56; p = 0,04)
e final (r = 0,85; p = 0,0037) e IL-10 placentaria e IMC final (r = —0.99; p < 0,001) no HGL;
(i) IL-10 placentdria e MG materna (r = 0,99; p = 0,001) no FR+ e (iii) TNF-a placentario e IMC
inicial (r = —0,88; p = 0,0091) no DM2. Conclusdo —A producdo de TNF-a no sangue e placenta
foi proporcional a gravidade do quadro clinico, e correspondente hiperglicemia materna, e
antagobnica a tendéncia de menor producdo materna de IL-10 no DM2. A MG e o IMC

influenciaram no balango dessas citocinas.

Palavras chave: citocinas, diabete, hiperglicemia gestacional leve, placenta



Abstract

Objective—At evaluating the IL-10 and TNF-aproduction in maternal blood and placenta from
pregnant women with diabetes or hyperglycemia. Methods —192 pregnant women were
distributed into groups: risk factor and nondiabetic (RF+; normal 100g-GTT + normal GP), mild
gestational hyperglycemia (MGH; normal 100g-GTT + abnormal GP); gestational diabetes
mellitus (GDM; 100g-GTT + GP abnormal in the pregnancy) and DM2 (100g-GTT + GP abnormal
before pregnancy). Results —All the women presented a BMI corresponding to overweight or
obesity. The glucose mean (GM) was statistically different among the groups (DM2 = GDM >
MGH > RF+). IL-10 production in the placenta did not differ among the groups, but tended to
decrease in the maternal blood DM2 (0.79 + 0.92 pg/mL; p = 0.0591). TNF-a in blood was
higher in GDM and lower in MGH (6.42 + 10.36 vs 1.95 * 1.37pg/mL; p = 0.0190); in the
placental samples there was increase in DM2 (490.18 + 962.31 pg/mL; p = 0.0008). There were
significant correlations: (i) Blood TNF-a initial BMI (r = 0.56; p = 0.04) and final BMI (r = 0.85;
p = 0.0037) and placental IL-10 with final BMI (r = —-0.99; p < 0.001) in MGH group (ii) placental
IL-10 and GM (r = 0.99; p = 0.001)in RF+ group and (iii) placental TNF-a and initial BMI
(r =-0.88; p = 0.0091) in DM2 group. Conclusion—Blood and placental TNF-aproduction was
proportional to the severity of clinical state and it was according to maternal hyperglycemia,
and opposed to the trend toward lower maternal production of IL-10 in DM2. The GM and BMI

influenced the balance of these cytokines.

Keywords: cytokines, diabetes, mild gestational hyperglycemia, placenta



Introdugdo

Nas gestacdes complicadas por hiperglicemia, as alteracdes maternas, placentdriase fetais ndo
sdo restritas as mulheres portadoras de diabete melito (DM),pré-gestacional (DM1 eDM2)
ougestacional (DMG). Elas ocorrem, também, em gestantes com niveis glicémicos inferiores
aos limites definidos para o DMG, quadro reconhecido na literatura atual como hiperglicemia
gestacional leve (HGL)[1,2]. Gestantes portadoras de HGL(grupo IB de Rudge) ja foram
identificadas por Rudge desde 1990[3], quandoassociou o teste oral de tolerancia a glicose de
100g(TTG-100g) e o perfil glicemico (PG),aplicados em paralelo, em todas as gestantes com
risco para desenvolver DMG. As respostas a estes dois testes diferenciaram o DM gestacional
e/ou pré-gestacional(TTG-100g e PG alterados, prévio ou na gestacdo; grupo IIB de Rudge), a
HGL (TTG-100g normal e PG alterado; grupo IB de Rudge) e as mulheres com risco e nao
diabéticas (TTG-100g e PG normais; grupo IA de Rudge). No grupo HGL amortalidade perinatal
é 10 vezes maior que nas gestantes ndo diabéticas e a incidéncia de recém-nascidos
macrossomicos ou grandes para idade gestacionalé estatisticamente semelhante a observada
nas gestantes diabéticas[3,4].Diante desses achados, os autores passaram a orientar a inclusdo

deste grupo de gestantes no mesmo protocolo de tratamento das gestantes diabéticas.

Independentemente da classificacdo, o aumento progressivo da resisténcia a insulina na
gestagdo e a redugdo da capacidade das célulasf pancredticas de secretar insulina sdo fatores
importantes na patogénese da hiperglicemia materna, de qualquer tipo ou intensidade[3,5].A
resisténcia materna a insulina foi descrita,durante muitos anos, como consequéncia da acao
de hormonios placentdrios diabetogénicos (lactogénio placentario, progesterona, cortisol e
outros). Atualmente, as citocinas inflamatdrias estdo sendo apontadas como fator
diabetogénico adicional, entre elas, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) [6,7]. De modo
contrdrio, a IL-10, de agdao imunossupressora e antiinflamatéria, tem sido postulada como

mediadora na produgdo das citocinas inflamatdrias da gestagdo, incluindo o TNF-a. [8,9]. Por



sua ac¢do reguladora sobre a producdo de TNF-qa, a IL-10 deve, portanto, prevenir a cascata dos

eventos adversos resultantes da hiperglicemia materna.

A IL-10 é uma citocina antiinflamatdria, inicialmente classificada na subpopulacdo Th2 e
produzida por células do sistema imunoldgico e da interface materno fetal. Tem papel
fundamental na manutencdo da gestacdo, por exercer efeito protetor na unidade feto-
placentaria, inibindo a secrec¢do de citocinas inflamatérias, tais como o préprio TNF-o, a IL-6 e
o interferon gama (IFN-y)[8].A IL-10, associada a IL-4 e IL-13, modula a invasdo trofoblastica e
favorece o desenvolvimento placentario e fetal [9,10]. Alguns autores identificaram maior
producdo de IL-10 nas gestacdes de bom progndstico quando comparadas aquelas de risco

[11].

O TNF-a é produzido por células do sistema imune, do tecido adiposo e, na gestagdo,também
na interface materno fetal, quando a placenta passa a ser a fonte primaria de sua producgao.
Essa citocina atua na cascata de sinalizagdo insulinica, inibindo a fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS-1) em tirosina, impedindo a captagdo da glicose pelo transportador
GLUT 4[7,12,13]. Estudos in vitro,em placentas de gestantes com DMG, evidenciaram que a

producdo dessacitocinaé proporcional a concentragao de glicose[6].

Os resultados de estudos que relacionam concentracGes de citocinas nas gestacoes
complicadas pelo DM clinico ou gestacional sdo controversos e ainda ndo totalmente
definidos.Especificamente, nas mulheres portadoras de HGL esses estudos
inexistem.Considerando que a hiperglicemia interfere no papel regulatério da placenta e
favorece o desvio do balanco das citocinas, diferentes concentragdes de IL-10e TNF-o deverao
ser observadas nos varios tipos e intensidade de hiperglicemia associada a gestacdo. Assim, o
objetivo desse estudo foi (i) avaliar as concentragdes maternas e placentdrias de IL-10 e

TNF-au e (ii) identificar fatores que se correlacionam com a producdo dessas citocinas nos



grupos de gestantes portadoras de HGL, DMG e DM2, comparadas a gestantes ndo diabéticas,

com risco para DMG (grupo FR+).

Método

Este estudo foi realizado no Servico Especializado de Diabete e Gravidez da Faculdade de
Medicina de Botucatu / UNESP, Brasil, apds aprovacdodoComité de Etica em Pesquisa da

instituicdo(anexo 1).
Desenho e Sujeitos do Estudo

Estudode corte transversal, que avaliou as concentragdes de IL-10 e TNF-a, no sangue materno
e placenta, de192 gestantes portadoras de hiperglicemia de origem e intensidade variada. As
gestantes com DM2 foram referenciadas para o Servico com o diagndstico ja confirmado.
Todas as gestantes identificadas com risco para desenvolver diabete na gestacdo (glicemia de
jejum = 90mg/dL e/ou presenca de fator de risco) foram submetidas ao TTG-100g e ao PG,
aplicados em paralelo, entre a 242. e a 282. semanas de gestacao; as respostas aos dois testes
foram consideradas para o diagndstico de DMG e de HGL [3,4,14]. O TTG-100g alterado
confirmou o diagndstico de DMG [5]; para o diagndstico de HGL, considerou-se a resposta
normal ao TTG-100g associada ao PG alterado [3,4]. As gestantes com os dois testes normais
foram consideradas como portadoras de risco para DMG, entretanto, ndo diabéticas e nao

hiperglicémicas.

Assim, de acordo com os resultados do TTG-100g e do PG, as 192 gestantes foram classificadas
nos grupos: FR+(n=72; TTG-100g e PG normais), HGL (n=44; TTG-100g normal e PG alterado),
DMG (n=59; TTG-100g e PG alterados na gestacdo)e DM2 (n=17; TTG 100g alterado prévio a

gestacdo) (Quadro 1) [3,4].

Acompanhamento dos sujeitos



As gestantes FR+ nao foram tratadas. Para o controle da hiperglicemia materna seguiu-se o
protocolo do Servico, utilizando-se o PG, com niveis glicEmicos de jejum, pré e pds prandiais
avaliados por 24 horas, em intervalos de duas semanas até a 322. semana e, semanalmente,
desta idade gestacional ao parto. As gestantes com HGL e DMG foram tratadas com dieta,
indicada por nutricionista, associada a exercicio e, quando necessario, iniciou-se aterapia
insulinica. As mulheres com DM2 foram tratadas com dieta, exercicio e terapia insulinica desde

o inicio da gestagdo [4,5,15,16].
Critérios de inclus@o e exclusdo e caracteriza¢do dos sujeitos

Os critérios de inclusdo foram definidos por (a) ser classificada nos grupos de estudo; (b) ter
idade gestacional maxima de entrada no protocolo de tratamento de 30 semanas para as
portadoras de HGL e DMG e de 20 semanas para as gestantes DM2; (c) realizar assisténcia pré-
natal e parto no Servico; (d) assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram
excluidas as gestacGes multiplas, as com malformacdes fetais e aquelas comparto antes da

342, semana.

A populagdo degestantes foi caracterizada poridade gestacional no parto, habito de tabagismo
e presenca de hipertensdo arterial, peso e indice de massa corporal, iniciais e finais, média
glicémica (MG) no periodo de tratamentoe niveis de hemoglobina glicada (HbA1c) no terceiro
trimestre da gestacdo. A MG foi calculada pela média aritmética das glicemias plasmaticas
avaliadas em todos os PG realizados nodiagndstico (grupo FR+) e no controle de tratamento
(grupos DM2, DMG e HGL). A glicose plasmatica foi avaliada pelo método da glicose oxidase
(Glucose — analyzer Il Beckman, Fullerton, CA, USA®) e, a HbAlc,pelo método de cromatografia
(High-performance liquidchromatography - D10™ HemoglobinTesting System, BIO RAD

laboratories, Hercules, CA, USA®).

Coleta do sangue materno e avaliagdo das citocinas



A partir da 342. semana de gestagdo e antes do inicio do trabalho de parto, amostras de
sangue materno (5 a 10mL)foram coletas em tubos Vacutainer com EDTA (BecktonDickinson,
FranklinLakes, NJ, USA). Uma aliquota desta amostra foi separada e imediatamente
encaminhada para dosagem dos niveis de HbAlc. A amostra restante foicentrifugadaa 4 °C,

por 15 minutos, a 1000g, e o plasma foi armazenado a —80°C até a dosagem das citocinas.

As concentragdes plasmaticas de IL-10 e TNF-a foram determinadas por ensaio
imunoenzimatico (Human IL-10 Quantikine ELISA kit e Human TNF-a. Quantikine ELISA kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA®), de acordo com as especificacdes do fabricante. Para o
calculo das concentracdes de cada sujeito utilizou-se a curva padrao do produto, construida

durante o ensaio.
Coleta das placentase avaliagéo das citocinas

As placentas de todas as gestantes foram coletadas no momento do parto, imediatamente
lavadas com solugdo salina e, em seguida, foi retirada uma amostra da regido vilosa,
respeitando-seuma margem minima de 2 cm da inser¢cdo do corddo umbilical e da borda
placentdria [15]. Estes fragmentos foramarmazenados em nitrogénio até a andlise. Para estas
avaliacbes, 10 amostras de tecido placentario de cada grupo foram selecionadas por

randomizacdo eletronica (computer-generated randomization).

Os fragmentos congelados de placenta foram macerados em tampdo com cocktail de
inibidores de proteases. Apds o preparo do macerado placentario foi realizada a dosagem
proteica das amostras e, em seguida, o ensaio imunoenzimatico (Human IL-10 Quantikine
ELISA kit e Human TNF-a Quantikine ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA®), de
acordo com as especificagdes do fabricante. Para o calculo das concentracdes de cada sujeito

utilizou-se a curva padrdo do produto, construida durante o ensaio.



Andlise estatistica

Para as varidveis quantitativas com distribuicdo normal foram empregados analise de variancia
e teste de comparac¢des multiplas de Tukey. Para as varidveis quantitativas com distribuicdo
anormal foram utilizados o modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo gama e funcdo
de ligacdo log e o LSMeans Test para as comparacdes multiplas. Para o estudo das associacdes,
utilizou-se a correlacdo de Spearman para as varidveis quantitativas com distribuicdo anormal
e o teste de qui-quadrado de Pearson para as varidveis quantitativas com distribuicdo normal.
As analises foram realizadas no software SAS, versdao 9.1, considerando-se o limite de

significancia estatistica de 95% (p <0,05).



Resultados
Caracteristicas Maternas

As gestantes dos grupos DMG e DM2 eram mais velhas e apresentaram menor idade
gestacional no parto. Apesar disso, todos os partos ocorreram no termo das gestagdes (IG no
parto superior a 37 semanas). As mulheres do grupo DMG tinham o maior peso inicial
(89,07 + 23,41 Kg; p<0,0001) e os maiores valores de IMC inicial (34,37 + 7,96 Kg/m?%
p = 0,0023); esta dultima caracteristica também foi observada no grupo HGL
(IMC inicial = 34,24 + 9,10 Kg/m?; p= 0,0023). No grupo HGL observou-se tendéncia aos
maiores valores de IMC final (37,87 + 8,82 Kg/m?; p = 0,0053). A média glicémica (MG) da
gestacdo foi mais elevada nos grupos DMG e DM2 (respectivamente, 107,68 + 13,85 e
114,50 * 22,54 mg/dL), valores intermedidrios foram avaliados no grupo HGL
(97,53 + 9,62 mg/dL) e o grupo FR+ apresentou os menores niveis de glicemia plasmatica
(81,08 * 9,13 mg/dL) (p< 0,0001). Os niveis de HbA1lc do terceiro trimestre confirmaram os
niveis de MG observados; os maiores valores corresponderam aos grupos DMG (6,14 + 0,74 %)

e DM2 (6,53 + 0,86%) (p< 0,0001) (Tabela 1).

A propor¢do de tabagistas e de hipertensas ndo diferenciou os grupos de gestantes.
Entretanto, a hipertensdo arterial crénica predominou no grupo DM2 (58,82%) e os casos de
hipertensdo gestacional (HG) e pré-eclampsia (PE) foram mais frequentes no grupo FR+
(22,22%; p = 0,0020). A cesdrea foi mais prevalente no grupo DM2 (82,35%;p = 0,0018)

(Tabela 1).
Concentragdes de IL-10 e TNF-a no sangue materno e placenta

As concentracbes de IL-10 no sangue materno e na placenta nado diferenciaram os grupos
avaliados. Apesar disso, observou-se tendéncia a reducdo de IL-10 no sangue de mdes do

grupo DM2 (0,79 + 0,92 pg/mL; p = 0,0591) (Tabela 2).



As concentragdes de TNF-a. no sangue materno e placenta diferenciaram os grupos estudados.
No sangue materno, o grupo DMG apresentou as maiores concentracbes de TNF-a
(6,42 + 10,36 pg/mL); o grupo FR+ teve valores intermediarios eas menores concentracdes
foram observadas no grupo HGL (1,95 + 1,37 pg/mL) (p = 0,0190). Na placenta, niveis elevados
de TNF-o foram avaliados no grupo DM2 (490,18 + 962,31 pg/mL); o grupo FR+ apresentou
niveis intermediarios e os menores valores foram confirmados nos grupos DMG

(66,13 + 48,42 pg/mL) e HGL (51,76 + 37,62 pg/mL) (p = 0,0008)(Tabela 2).

Correlagbes entre caracteristicas maternas e concentragéesde IL-10 e TNF-o

No grupo HGL, o IMC, inicial e final, mostrou correlagdo positiva com TNF-o. do sangue
materno, com valores de r correspondentes, respectivamente, a 0,56 (p = 0,04) e 0,85
(p = 0,0037); o IMC final se correlacionou inversamente com a concentracdo de IL-10
placentaria (r = —0.99; p<0,001); (Figura 1). No grupo FR+ observou-se correlagdo positiva
entre MG e IL-10 da placenta (r = 0,99; p = 0,001). No grupo DM2 confirmou-se correlacdo

inversa entre IMC inicial e TNF-a placentario (r = —0,88; p = 0,0091) (Figura 2).

Discussao

Os resultados deste estudo evidenciaram comportamentos diferenciados na producdo de
TNF-a. no sangue e placenta, proporcional a gravidade do quadro clinico materno e,
consequentemente, aos niveis de hiperglicemia. As concentrag¢des de IL-10 no sangue materno
indicaram tendéncia a menor producdo nos quadros mais graves do diabete. Estes achados
sugerem influéncia do tipo e da intensidade da hiperglicemia materna no balango das citocinas
anti e pré-inflamatdrias e reforcam dados da literatura sobre a acdo regulatdria da IL-10 sobre
o TNF-a [8,9].

A relacdo direta entre producdo de IL-10 e sucesso na gestacdo inicial ja foi demonstrada

anteriormente, por Wu [11], comparando gestagdes normais com aquelas de risco gestacional,



que resultaram em perdas fetais. A hiperglicemia representa risco gestacional, desde a
implantacdo do blastocisto, no DM prévio a gesta¢do, até o final da gestagao e parto, no
diabete prévio ou gestacional [3,4,16,17]. Assim, seria esperada redug¢do na concentragao de
IL-10 nos grupos de maes com hiperglicemia, proporcional a gravidade do quadro clinico e dos

niveis de hiperglicemia.

Em nosso estudo, as concentracdes plasmaticas de IL-10 mostraram tendéncia a queda no
guadro mais grave (DM2). Apesar dessa tendéncia, ndo se confirmou correlagdo entre IL-10
com a MG materna. Os resultados de IL-10 nas gestacdes complicadas por diabete ou
hiperglicemia sdo poucos e controversos. Um estudo demonstrou aumento da concentragao
de IL-10 no soro de gestantes com DMG [18]. Em outro estudo, as concentra¢gdes maternas de
IL-10 ndo foram diferentes no DMG, apesar da identificacdo do polimorfismo (SNP; —597) no
gene promotor de IL-10, que correspondeu a aumento no risco (2,2 vezes) de desenvolver
DMG [19]. Neste estudo, o tratamento das gestantes diabéticas e hiperglicémicas manteve a
MG e os niveis de HbAlc em limites caracteristicos do controle glicémico adequado (74,5% das
gestantes com HbAlc <6,5%) [15,17,19]. Isto pode explicar a ndo diferenciacdo nas

concentragdes plasmaticas de IL-10 e a falta de correlagdo com a MG.

As concentragdes placentdrias de IL-10 foram semelhantes em todos os grupos avaliados, mas
mostraram dependéncia direta da MG no grupo FR+ e indireta do IMC final no grupo HGL. O
IMC caracterizou obesidade (IMC > 30 Kg/m?) [20] em todas as gestantes do estudo no final da
gestacdo; a MG foi mantida nos limites de normoglicemia [15,17] nos grupos DM2, DMG e
HGL, isto pode ter minimizado o efeito adverso da hiperglicemia na producdo de IL-10 pela
placenta. Além do IMC e da MG, o numero de 10 amostras placentdrias, avaliadas em cada
grupo, pode ter sido insuficiente para demonstrar as diferencas esperadas nas concentragdes

de IL-10 placentarias.



Na literatura consultada poucos estudos relacionam producdo placentdria de IL-10 com
diabetes ou hiperglicemia, o que dificulta a discussdo de nossos resultados. Uma revisdo
recente e completa sobre IL-10 e gravidez destaca seu papel imunomodulador e antigénico,
associado ao estimulo a angiogénese placentaria na gestacdo normal. A reducdo de IL-10 nas
placentas foi relacionada a perdas fetais, parto prematuro e pré-eclampsia, sem referéncia ao
diabete materno [9]. Outro estudo, com cultura de células trofoblasticas, concluiu que a
hiperglicemia facilita o acimulo de glicogénio intracelular, mas ndao tem efeito sobre o
metabolismo ou a func¢do do trofoblasto. Os acidos graxos nao esterificados, aumentados no
diabete, teriam papel mais importante no incremento da producdo de citocinas placentdrias,
tanto inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6), como antiinflamatérias (IL-10) [21]. Futuras
investigacdes, com maior nimero de placentas e gestantes, pareadas por faixas de glicemia e
de IMC, deverao contribuir para a definicdo do papel da IL-10 na placenta de gestantes

diabéticas ou hiperglicémicas.

Em nosso estudo, as concentragdes maternas de TNF-a foram diferentes entre os grupos
(DMG = FR+ =2 DM2 > HGL); no grupo HGL, estas concentracdes plasmaticas foram diretamente
dependentes do IMC inicial e final. A producdo placentaria de TNF-o. também diferenciou os
grupos avaliados (DM2 > FR+ > DMG = HGL); no grupo DM2, a producdo placentaria de TNF-o

mostrou correlacdo inversa com o IMC inicial.

Na literatura, a producdo de TNF-o. é diretamente dependente do IMC e do nivel de glicose
maternos, tendo reconhecido papel na génese da resisténcia a insulina (RI) na evolucdo da
gestacdo [6,7,22-28]. Nossos resultados ndo reproduziram totalmente os ja encontrados na
literatura. As relacOes entre TNF-a e glicemia materna ndo foi observadae a relagdo inversa
entre IMC inicial e TNF-a placentario no grupo DM2 ndo foi um resultado esperado.
Independentemente do grupo, a obesidade, caracteristica marcante em todos os grupos, e a

MG, nos limites de normalidade, devem ter influenciado nossos resultados. Outras avalia¢des,



com estas caracteristicas maternas melhor diferenciadas, deverdo esclarecer estas

controvérsias.

Chama atencdo o elevado valor das concentracdes de TNF-o, no sangue de maes do grupo FR+,
comparavel aos grupos DMG e DM2. Essa citocina ja foi relacionada a regulagdo do
metabolismo de glicose e de lipidios e a resisténcia insulinica [6] e, por sua agao inflamatdria
no endotélio vascular, a hipertensdo gestacional (HG) e pré-eclampsia (PE) [29-31]. Apesar da
normoglicemia, as gestantes do grupo FR+ tinham sobrepeso (25 Kg/m?< IMC < 30 Kg/m?) no
inicio e tornaram-se obesas (IMC> 30 Kg/m 2) no final da gestacdo; as mulheres dos outros
grupos sempre foram obesas. Entre as gestantes do grupo FR+, 22,2% apresentaram HG e PE,
proporcao significativamente maior que nos outros grupos. Portanto, o "dismetabolismo"
acelerado e a maior ocorréncia de PE devem justificar o aumento de TNF-a. no sangue das

maes desse grupo.

Na placenta, a produgdo de TNF-a foi mais elevada no grupo DM2, seguido do grupo FR+ e os
menores valores foram observados nos grupos DMG e HGL. Alguns dados da literatura devem
ser considerados na discussdo deste resultado: (i) o ambiente inflamatério pré-existente nas
mulheres com DM2 estimula a produgdo placentdria de TNF-a na gestagdo[12]-; (ii) nas
gestacOes diabéticas, a placenta e o tecido adiposo respondem ao aumento de glicose e
tornam-se fontes importantes de producdo de TNF-a [6]. Assim, o ambiente inflamatorio,
decorrente do tipo do diabete e da intensidade da hiperglicemia, e o IMC maternos foram
fatores determinantes na producdo placentdria de TNF-a. Entretanto, ndo explicariam a
producdo elevada de TNF-a no grupo FR+, sem diabete ou hiperglicemia. Neste grupo
especifico, o ambiente inflamatdrio decorrente da associagdo com a PE [29-31] parece ter sido

mais importante que aquele associado a hiperglicemia.

Em sintese, os resultados do nosso estudo indicaram que, nas gesta¢cdes complicadas por

diabete ou hiperglicemia, o balanco na produgdo das citocinas IL-10 e TNF-a foi



influenciadopelo tipo de diabete ou de hiperglicemia gestacional, o que diferenciou a
intensidade da hiperglicemia refletida diretamente no ambiente intrauterino. Estudos prévios
do nosso grupo ja demonstraram que, nestas gestacles, pequenas variacdes nos niveis da
hiperglicemia materna determinam alteragcdes na angiogénese [15,32,33] e na apoptose
celular placentdrias [33,34], decisivas para o progndstico da gestacao. Do ponto de vista
clinico, nossos resultados reforcam a importancia do controle da hiperglicemia materna,

independentemente do diagndstico de diabete ou de hiperglicemia gestacional leve.
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Quadro 1 - Definigdo dos grupos de estudo

TTG 100g PG
FR+ normal normal
HGL normal alterado
DMG (diagndstico na gestagdo) alterado alterado
DM2 (diagndstico prévio a gestagdo) alterado alterado

TTG-100g: teste de tolerdncia a glicose com sobrecarga de 100g; PG: perfil glicémico

Tabela 1- Caracteristicas maternas da populagdo estudada

m(dp) m(dp) m(dp) m(dp) p*
Idade (anos) 28,36(6,66)b 31,81(5,53)a,b 32,23(6,34)a 32,24(5,60)a 0,0013
IG (dias) 269,89(11,47)a,b 271,66(9,00)a 264,48(11,05)a,b 259,82(3,49)c <0,0001
Peso In (kg) 75,39(20,33)b 85,95(23,21)a,b 89,07(23,41)a 77,43(17,31)a,b 0,0062
Peso Fi (Kg) 87,15(20,00) 96,00(22,77) 95,42(16,31) 90,69(19,83) 0,2318
IMC In (Kg/mz) 28,99(7,66)b 34,24(9,10)a 34,37(7,96)a 31,69(6,66)a,b 0,0023
IMC Fi (Kg/mz) 33,28(7,22) 37,87(8,82) 36,63(5,20) 35,79(7,62) 0,0553
MG (mg/dL) 81,08(9,13)c 97,53(9,62)b 107,68(13,85)a 114,50(22,54)a <0,0001
HbA1lc (%) 5,50(0,53)b 5,72(0,76)b 6,14(0,74)a 6,53(0,86)a <0,0001
MG: média glicémica; IG: idade gestacional no parto; In: inicial; Fi: final; IMC: indice de massa corporal.
*Valores de cada variavel seguidos de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
n (%) n (%) n (%) n (%) p
Tabagistas 12(16,66) 8(18,18) 13(22,03) 7(41,17) 0,3898
HA total 29(40,27) 16(36,36) 26(44,06) 10(58,82) 0,8413
Tipos HA 0,0020
HAC 13(18,05)a,b 13 (29,55)a,b 21(35,60)a 10(58,82)b
HG+PE 16(22,22)a 3(6,82)b 5(8,50)b 0(0,0)b
Cesdrea 31(43,05)b 23(52,27)b 39(66,10)b 14(82,35)a 0,0018

HA: hipertensdo arterial; HAC: hipertensao arterial crénica; HG: hipertensdo gestacional; PE: pré- eclampsia
*Valores de cada variavel seguidos de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade




Tabela 2- Niveis de citocinas IL-10 e TNF-a no sangue materno e nas placentas.

FR+ HGL DMG DM2 p*
IL-10 Sg Média
3,60(6,88 1,20(0,98 2,01(2,62 0,79(0,92 0,0591
(bg/m) ___(dp) (688 (09 (2,62 (092
Mediana 1,56 1,00 1,26 0,53
(P25; P75) (0,75;3,57) (0,55;1,19) (0,34;2,65) (0,19;1,39)
[0 Média  cos c8(1360,80)  1183,00(938,55)  724,83(871,56)  834,83(831,42)  0,5094
(pg/mL) (dp)
Mediana 1451,81 803,06 317,37 451,41
(P25; P75)  (479,27;2711,90)  (762,82;1859,55)  (216,20;675,00)  (391,52;2032,31)
TNF-o Sg Média
4,43 (6,65)a,b 1,95(1,37)c 6,42(10,36)a 3,15(2,46)b 0,0190
(bg/m) ___(dp) (669 437 103 (2,49
Mediana 1,90 1,88 2,13 1,88
(P25; P75) (0,90;5,72) (0,90;3,20) (1,07;4,30) (1,62:3,96)
TNF-o Pl Média
179,59 (179,94)b 51,76(37,62)c 66,13(48,42)c 490,18(962,31)a  0,0008
ot Nl (179,9) (37,62 (48,42) (962,31)
Mediana 126,97 52,15 2,13 122,20
(P25; P75) (71,84,287,35) (38,78;62,25) (1,07;96,96) (70,75;214,60)

Sg: sangue materno; Pl: placenta.
*Valores de cada variavel seguidos de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
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Resumo

Objetivo — Avaliar as concentracdes maternas e placentarias de IL-10 e TNF-a e correlaciona-
las com resultados perinatais em gestacdes complicadas por hiperglicemia, ou com risco para
desenvolvé-la, diferenciadas pela média glicémica (MG < ou> 100mg/dL). Método — Foram
incluidas 186 gestantes distribuidas nos grupos MG < 100 mg/dL e MG > 100 mg/dL. Avaliou-se
a média glicémica (MG), os niveis de HbA1lc, as concentracGes maternas e placentarias de IL-10
e TNF-o, e a correlacdo das citocinas placentdrias com os resultados perinatais. Resultados —
No sangue materno, as menores concentracdes de 1L-10 (1,01 + 0,87 vs 3,08 + 5,57 pg/mL;
p = 0,0019) e de TNF-a (3,33 £ 0,17 vs 5,67 + 0,15 pg/mL; p = 0,0185) foram observadas no
grupo MG2 100 mg/dL . As placentas deste grupo tiveram maiores concentragdes de TNF-a.
(307,42 + 784,60 vs 108,59 + 109,92 pg/mL; p = 0,0385). A 1L-10 placentaria se correlacionou
diretamente com os niveis de hemoglobina (r = 0,63; p = 0,02) e insulina (r = 0,78; p = 0,01) do
corddo umbilical e com os indices de Apgar 1 (r = 0,53; p = 0,0095) e Apgar 5 (r = 0,69;
p = 0,0003). O TNF-a. placentario mostrou tendéncia a correlagdo inversa com o peso fetal
(r=-0,41; p = 0,05). Conclusdo — A MG > 100mg/dL se associou a queda dos niveis maternos
de IL-10 e TNF-a e aumento na produgdo placentdria de TNF-o. IL-10 placentéria foi
semelhante nos dois grupos e se correlacionou diretamente com hemoglobina e insulina do
corddo umbilical e com os indices de Apgar de 12. e 52. minutos. TNF-a. placentario mostrou

tendéncia a correlagdo inversa com o peso dos recém-nascidos.

Palavras chave: citocinas, diabete, hiperglicemia gestacional leve, placenta, resultados

perinatais.



Abstract

Objective — At evaluating the IL-10 and TNF-a production in maternal blood and placenta and
correlate them with perinatal outcomes in pregnancies complicated by hyperglycemia, or with
risk to developing it, differentiated by the glycemic mean (GM < or > 100mg/dL). Method— 186
pregnant women were distributed into groups GM < 100 mg/dL and GM = 100 mg/dL. We
evaluated the GM, HbA1c levels, maternal and placental IL-10 and TNF-a and the correlation
between placental cytokines and perinatal outcomes. Results — In maternal blood, the lower
concentrations of IL-10 (1.01 + 0.87 vs. 3.08 + 5.57 pg / mL, p = 0.0019) and TNF-a (3.33 £ 0.17
vs 5.67 £ 0.15 pg / mL, p = 0.0185) were observed in GM > 100 mg / dL group. The placentas in
this group had higher concentrations of TNF-o (307.42 + 784.60 vs 108.59 + 109.92 pg / mL, p =
0.0385). Placental I1L-10 was directly correlated with  hemoglobin levels
(r=0.63, p =0.02) and insulin (r = 0.78, p = 0.01) from umbilical cord and with Apgar scores 1
(r=10.53, p = 0.0095) and Apgar 5 (r = 0.69, p = 0.0003). Placental TNF-a showed a tendency
toward inverse correlation with fetal weight (r = — 0.41, p = 0.05). Conclusion — GM 2
100mg/dL was associated with decreased of maternal IL-10 and TNF-a and increased placental
TNF-a. Placental IL-10 was similar in both groups and correlated directly with hemoglobin and
insulin and with Apgar scores of 1%. and 5". minutes. Placental TNF-a showed a inverse

tendency toward correlation with newborns weigh.

Key words: cytokines, diabetes, mild gestational hyperglycemia, placenta, perinatal outcomes.



Introdugdo

Diabetes melito (DM) é doenca metabdlica caracterizada por hiperglicemia, decorrente de
defeito na acdo e/ou produgdo de insulina [1]. Na gestagdo, a hiperglicemia representa risco
para a saude materna, fetal e perinatal [2-6]. Classicamente, os recém nascidos (RN) de maes
com hiperglicemia apresentam risco aumentado de malformagdes, macrossomia, hipdxia e
morte perinatal, associado a hipoglicemia e hiperbilirrubinemia, hiperinsulinismo,
hiperleptinemia e hipertrofia das células beta-pancreaticas [6,7]. Estas altera¢des metabdlicas
favorecem a obesidade e a resisténcia a insulina, com decorrente risco cardiovascular na vida

pos-natal [8,9].

A literatura atual reconhece a hiperglicemia materna, e seu consequente risco gestacional, em
situagdes nas quais, apesar do risco, os critérios diagndsticos para diabete melito gestacional
(DMG) ainda ndo foram alcancados. Estes casos sdo classificados como hiperglicemia
gestacional leve (HGL) e, pelo risco gestacional ja confirmado, devem ser tratados a
semelhan¢a do DMG [10,11]. As gestantes portadoras de HGL ja foram identificadas por Rudge
desde 1990 [12], quando associou o teste oral de tolerancia a glicose de 100g (TTG-100g) e o
perfil glicémico (PG), aplicados em paralelo, em todas as gestantes com fator de risco positivo
(FR+) para o DMG. As respostas a estes dois testes diferenciaram o DM gestacional e/ou pré-
gestacional (TTG-100g e PG alterados, prévio ou na gestacdo), a HGL (TTG-100g normal e PG
alterado) e as mulheres com FR+ e nao diabéticas (TTG-100g e PG normais). No grupo HGL a
mortalidade perinatal é 10 vezes maior que nas gestantes ndo diabéticas e a incidéncia de
recém-nascidos macrossdémicos ou grandes para idade gestacional é estatisticamente
semelhante a observada nas gestantes diabéticas [2,12]. O risco atribuivel de morte perinatal
neste grupo é de 4,16%, comparavel ao identificado nos grupos com DMG e DM pré-
gestacional (6,12%) [4]. Diante desses achados, os autores passaram a orientar a inclusdo

deste grupo de gestantes no mesmo protocolo de tratamento das gestantes diabéticas.



A placenta constitui a interface entre o meio materno e fetal, desempenhando papel
importante na manutencdo e protecdo do feto em desenvolvimento. E érgdo temporario e
exclusivo da gestacdo e desempenha funcées multiplas — atua como barreira de protecao
contra agentes patogénicos e anticorpos maternos; tem funcdo enddcrina ativa, capaz de
sintetizar e secretar hormonios, fatores de crescimento e citocinas, e tem metabolismo
préoprio e dependente dos niveis de glicose do meio intrauterino. A glicose materna tem
receptores especificos na membrana placentaria, que facilitam o seu transporte e o aporte
exagerado para o meio intrauterino. Esta condicdo de hiperglicemia intere com a formacao, a

fungdo e o desenvolvimento da placenta e com o resultado da gestagdo [13-15].

Resultados anteriores do nosso grupo ja demonstraram alteracdes na proliferacao vascular, e
em seus biomarcadores (VEGF), na apoptose (Caspase 3) em placentas de gestacGes
complicadas pela hiperglicemia materna [15-18]. Alguns desses resultados confirmaram que a
média glicmica (MG) materna, nos limites de 100 a 120mg/dL, ja seria fator determinante
para alteracdes na angiogénese e vasculariza¢do placentdaria, com repercussdes nas fungdes de
nutricdo e oxigenacdo do feto em desenvolvimento. Clinicamente, a incapacidade da placenta
em garantir a nutricdo e a oxigenacdo, aumentaria o risco de desvios no crescimento fetal, de

hipdéxia e morte intrauterina nas gestagdes complicadas pelo diabete materno [2,7].

Na gestacdo normal, a placenta produz citocinas inflamatdrias, classicamente da subpopulacado
de linfécitos Thl, e antiinflamatdrias, da subpopulacdo Th2. De interesse nesse estudo, a
producdo placentdria do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina 10 (IL-10) esta
envolvida no balango Th1-Th2, condi¢dao importante para evolugdo normal da gestagdo [19].
Estudo in vitro demonstrou que a placenta aumenta a producdao de TNF-a em resposta a
hiperglicemia [20]. Esta citocina inflamatdria também é reconhecida como fator diabetogénico
adicional, por incrementar a resisténcia a insulina na gestagdo [20,21]. De modo contrario, a
citocina IL-10, antiinflamatdria, tem sido postulada como mediadora chave na produgao das

citocinas inflamatdrias da gestagdo [19,22].



Independentemente do tipo de diabete e/ou hiperglicemia, os riscos perinatais dos filhos de
maes diabéticas podem ser prevenidos com o controle dos niveis glicEmicos maternos
[2,4,23,24]. Isto deve acontecer, também, em relagdo a atividade regulatéria da placenta no
balanco das citocinas Th1-Th2 e em outras fun¢bes placentdrias, favorecendo o prognéstico
da gestacdo. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar as concentracbes maternas e
placentarias de IL-10 e TNF-o. e correlaciona-las com resultados perinatais em gestacdes
complicadas por hiperglicemia, ou com risco para desenvolvé-la, diferenciadas pela MG

(< ou =100mg/dL).

Método

Este estudo foi realizado no Servico Especializado de Diabete e Gravidez da Faculdade de
Medicina de Botucatu / UNESP, Brasil, apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da

instituicdo (anexo 1).
Desenho e Sujeitos do Estudo

Estudo de corte transversal, que avaliou as concentra¢des de IL-10 e TNF-o, no sangue
materno e placenta, de 186 gestaces associadas a hiperglicemia ou ao risco para desenvolvé-
la, diferenciadas pela MG (<>0d00mg/dL). As gestantes portadoras de DM2 foram
referenciadas para o Servico com o diagndstico jd confirmado. As outras gestantes
identificadas com risco para desenvolver diabete na gestacdo foram submetidas ao TTG-100g e
ao PG, aplicados em paralelo, entre a 242. e a 282. semanas de gestacdo e as respostas aos dois
testes foram consideradas para determinar o tipo de hiperglicemia associada a gestacao.
Assim, de acordo com os resultados do TTG-100g e do PG, as 186 gestantes foram classificadas
como fator de risco presente (FR+) (n = 70; TTG-100g e PG normais), HGL (n = 43; TTG-100g
normal e PG alterado) DMG (n = 58; TTG-100g e PG alterados na gesta¢do) e DM2 (n = 15;

TTG 100g alterado prévio a gestagdo) [2,12].



Acompanhamento dos sujeitos

As gestantes FR+ nao foram tratadas. Para o controle da hiperglicemia das mdes com DM2,
DMG ou HGL seguiu-se o protocolo do Servico, utilizando-se o PG, com niveis glicEmicos de
jejum, pré e pds prandiais avaliados por 24 horas, em intervalos de duas semanas até a 322.
semana e, semanalmente, desta idade gestacional ao parto. As gestantes com HGL e DMG
foram tratadas com dieta, indicada por nutricionista, associada a exercicio e, quando
necessario, iniciou-se a terapia insulinica. As mulheres com DM2 foram tratadas com dieta,

exercicio e terapia insulinica desde o inicio da gestagao [1,2,15].
Critérios de inclus@o e exclusdo e caracteriza¢éo dos sujeitos

Os critérios de inclusdo foram definidos por (a) ser classificada nos grupos de estudo; (b) ter
idade gestacional maxima de entrada no protocolo de tratamento de 30 semanas para as
portadoras de HGL e DMG e de 20 semanas para as gestantes DM2; (c) realizar assisténcia pré-
natal e parto no Servico; (d) assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram
excluidas as gestacbes multiplas, as com malformacdes fetais e aquelas com parto antes da

342, semana.

A populagdo de gestantes foi caracterizada por idade gestacional no parto, habito de
tabagismo e presenca de hipertensdo arterial, peso e indice de massa corporal, iniciais e finais,
e niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) no terceiro trimestre da gestacdo. Para as gestantes
classificadas como DM2, DMG e HGL, a MG foi calculada pela média aritmética das glicemias
plasmaticas avaliadas em todos os PG realizados para controle de tratamento. Para as
gestantes FR+, a MG foi calculada pelas glicemias avaliadas no PG de diagndstico. A glicose
plasmatica foi avaliada pelo método da glicose oxidase (Glucose — analyzer Il Beckman,
Fullerton, CA, USA®) e, a HbA1c, por cromatografia (High-performance liquid chromatography -

D10™ Hemoglobin Testing System, BIO RAD laboratories,Hercules, CA, USA®).



Ao final da gestacgdo, ap0s a realizagdo de todos os PG (diagnédstico e tratamento), as gestantes
foram distribuidas nos grupos de estudo, de acordo com o resultado da MG. Os limites de MG,
inferior a 100mg/dL (MG < 100mg/dL) e igual ou superior a 100mg/dL>(MBmg/dL)

[15,18], definiram os grupos de estudo. Assim, 130 pares de maes e recém-nascidos (RN)

foram incluidos no grupo MG < 100mg/dL e, os 56 restantes, no grupo MG > 100mg/dL.
Coleta e andlise do sangue materno

A partir da 342, semana de gestacdo e antes do inicio do trabalho de parto, amostras de
sangue materno (5 a 10mL) foram coletas em tubos Vacutainer com EDTA (Beckton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). Uma aliquota desta amostra foi separada e imediatamente
encaminhada para dosagem dos niveis de HbAlc. A amostra restante foi centrifugada a 4 °C,

por 15 minutos, a 1000g, e o plasma foi armazenado a —80 °C até a dosagem das citocinas.

As concentragbes plasmaticas de IL-10 e TNF-oo foram determinadas por ensaio
imunoenzimatico (Human IL-10 Quantikine ELISA kit e Human TNF-a. Quantikine ELISA kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA®), de acordo com as especificacdes do fabricante. Para o
calculo das concentragdes de cada sujeito utilizou-se a curva padrdo do produto, construida

durante o ensaio.
Coleta e andlise de tecido placentdrio

As placentas de todas as gestantes do estudo foram coletadas no momento do parto,
imediatamente lavadas com solugdo salina e, apds isso, retirada uma amostra da regido vilosa,
respeitando-se uma margem minima de 2 cm da inser¢do do corddo umbilical e da borda
placentdria [15]. Estes fragmentos foram armazenados em nitrogénio liquido e,
posteriormente, processados para as dosagens de IL-10 e TNF-a. Para estas avaliagGes, 10
amostras de tecido placentario de cada grupo (FR+, HGL, DMG e DM2) foram selecionadas por

randomizacdo eletronica (computer-generated randomization).



Os fragmentos congelados de placenta foram macerados em tampdo com cocktail de
inibidores de proteases. Apds o preparo do macerado placentdrio foi realizada a dosagem
proteica das amostras e, em seguida, o ensaio imunoenzimatico (Human IL-10 Quantikine
ELISA kit e Human TNF-a Quantikine ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA®), de
acordo com as especificacdes do fabricante. Para o calculo das concentra¢ées de cada sujeito

utilizou-se a curva padrao do produto, construida durante o ensaio.
Avaliagéo dos resultados perinatais

Os RN foram avaliados em relagdo as condi¢cdes de oxigenacdo e nutricdo intrauterinas. Os
marcadores de oxigenacdo foram definidos pelos resultados de pH, hematdcrito (Ht),
hemoglobina (Hb) e bilirrubina total, avaliados no sangue do corddo umbilical, e pelos indices
de Apgar de primeiro (Apgar 1) e quinto (Apgar 5) minutos. As condi¢Ges de nutricdo foram
avaliadas pelos resultados de glicemia e insulina no sangue de corddo, peso e indice ponderal
(relagdo entre o peso / comprimento?), peso e indice placentario (relagdo peso placenta / peso
fetal), proporcdo (%) de RN macrossdmicos (peso RN > 4000g) e percentual de RN classificados
em pequeno (PIG), adequado (AIG) e grande (GIG) para a idade gestacional (relacdo peso /

idade gestacional), conforme protocolo do Servigo

O sangue do corddo (10mL) foi coletado intraparto, logo apds o clampeamento, em tubos
Vacutainer com EDTA (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA®). O pH de corddo umbilical
foi avaliado, em sangue total, imediatamente apds a coleta através de eletrodo acoplado ao
equipamento de gasometria arterial (Cobas B 121 Roche, Headquartered, Switzerland®). A
determinacdo dos parametros hematoldgicos (hematdcrito e hemoglobina) foi realizada em
amostras de sangue total inseridas no equipamento especifico para essas dosagens (modelo
Sysmex KX-21N, Roche, Headquartered, Switzerland®). Apds a avaliacdo do pH e dos
parametros hematoldgicos, aliquotas de amostras de sangue total foram centrifugadas (4 °C,
por 15 minutos, a 1000 g) para obtencdo do plasma e a realizagcdo das andlises restantes. A

concentragao de bilirrubina foi avaliada pelo método colorimétrico através de laminas Bubc



(VITROS Chemistry products, Johnson & John, Rochester, NY, USA®), a dosagem de insulina foi
realizada através de imunoensaio quimioluminescente por microparticulas (ARCHITECT
insulina, Abbot laboratdrios, Sdo Paulo, SP, Brasil®) e a glicemia foi avaliada pelo método da

glicose oxidase (Glucose —analyzer Il Beckman, Fullerton, CA, USA®)
Andlise estatistica

Para as varidveis quantitativas com distribuicdo normal foram empregados andlise de variancia
e teste de comparag¢des multiplas de Tukey. Para as varidveis quantitativas com distribuicao
anormal foram utilizados o modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo gama e funcao
de ligacao log e o LSMeans Test para as comparagdes multiplas. Para o estudo das associagdes,
utilizou-se a correlacdo de Spearman para as varidveis quantitativas com distribuicdo anormal
e o teste de qui-quadrado de Pearson para as varidveis quantitativas com distribuicao normal.
As andlises foram realizadas no software SAS, versdo 9.1, considerando-se o limite de

significancia estatistica de 95% (p < 0,05).

Resultados
Caracteristicas maternas

No grupo MG= 100 mg/dL 75% do total de gestantes eram port adoras de DMG (60,71%) e
DM2 (14,29%). No grupo MG < 100mg/dL, observou-se predominio de gestantes FR+ (51,5%) e
HGL (24,62%) (p < 0,0001) e maior ocorréncia de cesarea (39,89 vs 24,04%; p = 0,0120). As
caracteristicas metabdlicas maternas também foram diferentes entre os grupos avaliados. No
grupo MG2 100 mg/dL foram observados os maiores valores de IMC inicial (34,16 + 8,99 vs
30,94 + 7,667 Kg/mz; p =0,0162), com tendéncia a aumento no final da gestacdo (37,23 + 8,67
vs 34,23 + 6,87 Kg/mz; p = 0,0505), e niveis de HbAlc mais elevados no terceiro trimestre de
gestacdo (6,59 + 0,96 vs 5,65 + 0,63 %; p < 0,0001), comprovando controle glicémico de menor

qualidade neste grupo. A associagdo com tabagismo e hipertensao arterial ndo diferenciou os



grupos avaliados. Apesar de todos os partos terem ocorrido apds a 372. semana, a IG ao
nascimento foi menor no grupo MG 100 mg/dL (37,41 + 0,17 vs 38,45 + 1,55; p < 0,0001)

(Tabela 1).

Concentrag¢des de IL-10 e TNF-a no sangue materno e placenta

No sangue materno, as menores concentra¢des de 1L-10 (1,01 + 0,87 vs 3,08 * 5,57 pg/mL;
p = 0,0019) e de TNF-a. (3,33 + 0,17 vs 5,67 + 0,15 pg/mL; p = 0,0185) foram observadas no
grupo MG> 100 mg/dL. De modo contrdrio, as placentas deste grupo tiveram maiores

concentraces de TNF-a (307,42 + 784,60 vs 307,42 + 109,92 pg/mL; p = 0,0385). A IL-10

placentdria ndo diferenciou os grupos (Figura 1).

Resultados perinatais

Em relacdo a oxigenacdo intrauterina, os RN de gestantes com MG> 100 mg/dL apresentaram

maiores valores de Ht (52,57 + 5,39 vs 48,73 + 5,61 %; p = 0,0002) e Hb (16,91 + 1,77 vs
16,00 + 2,09 mg/dL; p = 0,0154). Em relacdo aos marcadores da nutricdo, os niveis de glicose
de corddo ndo diferenciaram os grupos, mas observou-se maiores valores de insulina (11,11 +
10,95 vs 6,44 + 8,24 pU/mL; p = 0,0113) no grupo de maes com MG= 100 mg/dL. Neste grupo
foram assinalados, também, o maior percentual de RN macrossémicos (19,64 vs 7,26%; p =
0,0122) e tendéncia a maior propor¢do de RN-GIG (17,86 vs 6,45%;
p = 0,0637). As caracteristicas das placentas (peso e indice placentario) ndo diferenciaram os

grupos avaliados (Tabela 2).

Correlagbes entre IL-10 e TNF-a placentdrios e marcadores de oxigenagdo e nutricdo fetal

A IL-10 correlacionou-se de forma direta com os niveis de hemoglobina (r = 0,63; p = 0,02),
hematdcrito (r = 0,53; p = 0,07 — tendéncia), Apgar 1 (r = 0,53; p = 0,0095), Apgar 5 (r = 0,69;
p = 0,0003) e insulina fetal (r = 0,78; p = 0,01). O TNF-a apresentou tendéncia a correlagado

indireta com o peso ao nascer do RN (r=—0,41; p = 0,05) (Tabela 3).

Discussao



Os resultados desse estudo demonstraram que a M& 100 mg/dL no terceiro trimestre da
gestacdo se associou a menor concentracdo de IL-10 e TNF-a no sangue materno e ao

desequilibrio na producdo placentaria destas citocinas, com predominio de TNF-a sobre IL-10.

Em relacdo a concentracdo materna de IL-10 e TNF-q, seria esperado que as maes do grupo
MG > 100 mg/dL apresentassem aumento nos niveis plasmaticos de TNF-a e queda
correspondente de IL-10, o que ndo se confirmou. Além da acdo moduladora da IL-10, outros
fatores podem influenciar na producdo materna de TNF-a, entre eles, o tipo do diabete, a
intensidade da hiperglicemia e a quantidade de tecido adiposo, aferida indiretamente pelo
IMC materno [19,20,22,25,26]. Em nosso estudo, o controle glicEmico materno adequado,
confirmado pelos niveis de HbAlc (6,59 + 0,96%) e o IMC final, comparavel ao grupo
MG < 100 mg/dL, devem ter antagonizado os efeitos pré-inflamatérios do tipo de diabete

prevalente (DMG e DM2) neste grupo de gestantes.

A maior producdo placentéaria de TNF-a no grupo MG> 100 mg/dL e a producdo equivalente
de IL-10 nos dois grupos avaliados caracterizaram ambiente inflamatdrio intrauterino no grupo
MG = 100 mg/dL. Ainda que em niveis considerados adequados [2,4], a diferenca entre as MG
maternas dos dois grupos de gestantes deve ter interferido na producdo placentéria de TNF-a.
Estudos in vitro demonstraram que a producdo desta citocina aumenta de forma proporcional
a concentragdo de glicose [20]. Além do nivel de hiperglicemia intrauterina, a produgdo
placentdria de IL-10 foi semelhante entre os grupos e deve ter sido insuficiente para modular a

producgdo de TNF-a no grupo MG = 100 mg/dL [19,22].

O ambiente inflamatdrio intrauterino nas maes com MGO00mg/dL refletiu, de maneira
adversa, nas condi¢cdes de oxigenacdo e nutricdo fetal e nos resultados perinatais. Neste
grupo, os niveis de Ht e Hb do cordao umbilical estavam aumentados e os RN apresentaram

hiperinsulinismo, macrossomia e tendéncia a maior ocorréncia de RN-GIG.



A macrossomia e o crescimento fetal exagerado sdo as complicagdes mais comuns dos filhos
de maes diabéticas e refletem em graves repercussdes a curto e longo prazo, com risco de
obesidade, hipertensao arterial, resisténcia a insulina, hiperglicemia ou diabete melito tipo 2 e
doenga cardiovascular na vida adulta [23,27,28] . A hiperglicemia materna se associa a maiores
niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) que, pela maior afinidade ao oxigénio, favorece a
hipdxia intrauterina. O feto responde a hipdxia com maior producado de glébulos vermelhos e,
consequentemente, poliglobulia, com niveis aumentados de Ht e Hb de corddo e decorrente
risco de ictericia neonatal [2,4,6].0s nossos resultados perinatais reproduziram a teoria da
hiperglicemia-hiperinsulinemia fetal, postulada por Pedersen em 1952. Entretanto, merece
destaque o fato de que estes desfechos ocorreram apesar dos niveis maternos de HbAlc
serem compativeis com o controle glicEmico adequado no final da gestacao [2,4]. Na pratica,
os periodos de inicio e manutencdo do controle da hiperglicemia materna ndo foram
uniformes entre as gestantes e isto deve ter influenciado na capacidade de oxigenacdo e
nutricdo fetal e na producdo placentdria de citocinas. Estas observacdes reforcam a
necessidade do controle rigido e precoce da hiperglicemia materna, individualizado para cada

gestante [2,4,10,11].

Independentemente dos grupos definidos pelos valores de MG < ou> 100 mg/dL, os niveis de
Hb, Ht (tendéncia) e insulina de corddo umbilical e os indices de Apgar de 12 e 52 minutos
foram diretamente correlacionados a producdo placentdria de IL-10. Na placenta, esta citocina
induz a angiogénese dos vasos vilositdrios, constituindo mecanismo de prevencdo da hipdxia
intrauterina [19]. No diabete, a hiperglicemia induz a hipdxia intrauterina e a placenta
responde com incremento da angiogénese vilositaria [29], na dependéncia da intensidade da
hiperglicemia materna e do correspondente nivel de hipdxia intrauterina [15,17,30]. Assim,
nossos resultados sugerem que a hipdxia intrauterina, decorrente da hiperglicemia materna,
estimulou respostas do feto e da placenta. O feto incrementou sua producdo de glébulos

vermelhos, confirmado pelo aumento dos niveis de Ht, Hb no corddo umbilical. A placenta



incrementou a angiogénese e, para isso, a produgdao aumentada de IL-10 teve papel
fundamental. Os resultados finais destes mecanismos compensatérios foram os indices de

Apgar, superiores a 7 nos primeiros minutos de vida.

Da mesma maneira, a IL-10 se relacionou diretamente com os valores de insulina de cordao
umbilical. Considerando a angiogénese como resposta vicariante da placenta a hipdxia [29]; na
placenta da gestante diabética [15,17,30], nossos resultados indicam que a proliferagao
vascular, decorrente da hipdxia e da acdo angiogénica da IL-10, favoreceu o aporte de glicose
e, consequentemente, o hiperinsulinismo fetal. Classicamente, a glicose é o substrato [31] e a
insulina é o hormodnio de crescimento do feto [32]. O resultado deste hiperinsulinismo foi a

maior ocorréncia de macrossomia e a tendéncia a maior proporcdo de RN-GIG.

Além da hiperglicemia intrauterina, os resultados de nosso estudo sugerem que outros fatores
possam estar envolvidos nestes mecanismos. A hipertensao arterial e, em especial, a PE sdao
complicagbes indutoras da hipodxia intrauterina e de estimulo para a producdo de TNF-a
[33,34], de agdo antaglnica ao papel modulador da IL-10 [19,22]. Independentemente do
grupo, a a¢ao simultanea de IL-10 e TNF-a e a associa¢do de PE em aproximadamente 40% dos
casos, dificultam a definicdo destes resultados. Isto deverd ser melhor explorado em futuros

projetos, especificos para responder a estas questoes.

Nesse estudo também foi encontrada tendéncia a correlagdo inversa entre o TNF-a e peso
fetal. A literatura aponta a relagdo entre o aumento de TNF-a placentdrio e a restricdo de
crescimento intrauterino [35,36]. Outros resultados da literatura também associaram aumento
de TNF-a em gestacGes complicadas por PE, proporcional a gravidade do quadro clinico
materno [34]. Nossos resultados indicam que, apesar da maior produ¢do de TNF-a nas
placentas de m3es com M& 100mg/ dL, este grupo foi caracterizado por macrossomia e
tendéncia ao aumento de RN-GIG. Os efeitos da hiperglicemia associado ao hiperinsulinismo

fetal devem ter anulado a acdo adversa do TNF-a no crescimento intrauterino.



Em sintese, os resultados deste estudo associaram o desequilibrio na produgdo materna e
placentaria de IL-10 e TNF-a a presenca de hiperglicemia no meio intrauterino. Esta condicdo
resultou em repercussées no ambiente intrauterino e nos resultados perinatais. Estes
resultados, inéditos em relacdo a producdo placentaria dessas citocinas no diabete e/ou
hiperglicemia, confirmam a importancia do controle, precoce e rigoroso, da hiperglicemia

materna [2,4,10,11].

Conclusao

Comparada a MG < 100 mg/dL, a MGL00 mg/dL se associou a queda na concen  tracdo
materna de IL-10 e de TNF-a e aumento na produgdo placentdria de TNF-a. A produgdo

placentaria de IL-10 foi semelhante nos dois grupos.

A producdo de IL-10 na placenta se correlacionou diretamente com os resultados de
hemoglobina e insulina do corddo umbilical e com os indices de Apgar de 19. e 52. minutos de
vida. A producdo placentaria de TNF-a mostrou correlagdo inversa com o peso dos recém-

nascidos.
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Tabela 1 — Caracteristicas das gestantes dos grupos MG < 100 mg/dL e MG > 100 mg/dL

MG <100 mg/dL MG 2100 mg/dL
n =130 n =56
n (%) n (%) p

Tipos hiperglicemia <0,0001

FR +7 67 (51,51) 3 (5,36)

HGL 32 (24,62) 11 (19,64)

DMG 24 (18,46) 34 (60,71)

DM2 7 (5,38) 8 (14,29)
Tabagismo 22 (16,92) 14 (25) 0,7999
Cesarea 77 (39,89) 44 (24,04) 0,0120
HA total 47 (36,15) 26 (46,42) 0,7843
Tipos HA: 0,09

HAC 28 (21,53) 22 (39,29)

HG + PE 19 (14,62) 4(7,14)

HA: hipertensédo arterial; HAC: hipertensdo arterial cronica; HG: hipertensdo gestacional; PE: pré-eclampsia.
) Média das glicemias do perfil glicmico no diagndstico

m (dp) m (dp) p
Idade (anos) 30,22 (6,55) 31,76 (5,98) 0,1086
IMC inicial(Kg/m?) 30,94 (7,67) 34,16 (8,99) 0,0162
IMC final (Kg/m?) 34,23 (6,87) 37,23 (8,67) 0,0505
|G total (semanas) 38,45 (1,55) 37,41 (0,17) <0,0001
HbAlc (%) 5,65 (0,63) 6,59 (0,96) <0,0001

IMC: indice de massa corporal; IG: idade gestacional no parto; HbAlc: hemoglobina glicada do terceiro trimestre
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Figura 1 — Concentrag¢des de IL-10 e TNF-a no sangue e placentas das gestantes nos grupos MG<100mg/dL e

MG2100mg/dL



Tabela 2 — Marcadores da oxigenagdo e da nutrigdo intrauterina nos recém nascidos (RN) dos grupos de mdes com

MG < 100 mg/dL e MG > 100 mg/dL

(MG <100 mg/dL) (MG 2100 mg/dL)
n = 124* n =56
m (dp)* m (dp) p
Marcadores Oxigenagao
Hematocrito (%) 48,73 (5,61) 52,57 (5,39) 0,0002
Hemoglobina(mg/dL) 16,00 (2,09) 16,91 (1,77) 0,0154
pH corddo 7,28 (0,10) 7,27 (0,08) 0,7753
Bilirrubina(mg/dL) 2,12 (0,70) 2,03 (1,02) 0,5016
Apgar 1 7,97 (1,68) 7,77 (1,82) 0,4660
Apgar5 9,15 (1,01) 9,25 (0,74) 0,5335
Marcadores Nutricao
Glicemia (mg/dL) 66,18 (20,57) 70,00 (29,52) 0,4798
Insulina (pU/mL) 6,44 (8,24) 11,11 (10,95) 0,0113
Peso nascer (g) 3270,80 (480,50) 3398,42 (634,54) 0,1353
indice Ponderal (g/cms) 0,029 (0,002) 0,029 (0,002) 0,5517
Peso Placenta (g) 592,42 (138,66) 637,06 (162,34) 0,0720
indice Placentério 0,182 (0,039) 0,189 (0,037) 0,3209
n (%) n (%) p

Macrossomia 9(7,26) 11 (19,64) 0,0122
Classes RN 0,0637

PIG 7 (5,65) 2(3,57)

AIG 109 (87,90) 44 (78,57)

GIG 8 (6,45) 10 (17,86)
PIG: pequeno; AlG: adequado; GIG: grande para idade gestacional (relagdo peso RN / IG no parto)
*excluidos 06 casos por perda de dados no parto (horario incompativel com coleta e processamento das amostras de sangue e placenta)




Tabela 3 — CorrelagGes entre IL-10 e TNF-a placentérios e marcadores da oxigenagdo e nutrigdo intrauterina

IL-10 placenta

TNF-a placenta

r p r p
Hematdcrito (%) 0,53 0,07 0,21 0,52
Hemoglobina (mg/dL) 0,63 0,02 0,08 0,81
pH corddo 0,01 0,96 -0,01 0,96
Bilirrubina(mg/dL) 0,01 0,97 -0,03 0,92
Apgar 1 0,53 0,0095 0,18 0,42
Apgar5 0,69 0,0003 0,11 0,61
Glicose (mg/dL) -0,16 0,62 0,29 0,38
Insulina (LU/mL) 0,78 0,01 0,21 0,59
Peso nascer (g) 0,24 0,28 -0,41 0,05
indice Ponderal (g/cmg) -0,20 0,39 0,15 0,51
Peso Placenta (g) -0,01 0,96 -0,19 0,38
[ndice Placentario -0,20 0,38 -0,12 0,59




Anexo-
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