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RESUMO

A placenta € o 6rgdo fundamental da gravidez, responsavel pela formagdo do
ambiente em que ha troca de substancias entre a mae e o feto, sendo importante
que sua fisiologia esteja altamente regulada. A obesidade é uma doenga
multifatorial, caracterizada pelo acumulo de tecido adiposo ao longo dos diversos
compartimentos corporeos, contribuindo para a resisténcia a insulina e alteragdes
metabdlicas que desequilibram a homeostase. O excesso de gordura na gestacéao, o
qual se localiza predominantemente nas visceras, eleva o risco de diabetes e
hipertensdo gestacional, aumento do tempo de concepgao, pré-eclampsia, parto
prematuro, problemas cardiovasculares na mae, elevado peso ao nascer e IMC alto
na adolescéncia. Os macrofagos sao células do sistema imune inato que atuam na
defesa contra patdégenos, remodelacéo tecidual e apresentacédo de antigenos aos
linfocitos T. Sua ativagdo varia conforme o microambiente, assumindo perfis
inflamatoérios (M1) ou anti-inflamatérios (M2), evidenciando sua plasticidade
funcional. Ainda, a obesidade também afeta a composic¢ao celular e o microambiente
do tecido adiposo, no qual em pessoas obesas os macrofagos aumentam em
numero e mudam seu perfil de ativagdo de M2, anti-inflamatérios, para M1,
pro-inflamatérios. Essa mudanca também pode ser vista de forma semelhante na
composi¢ao celular placentaria. Assim, este trabalho investiga como a obesidade
materna pode afetar o ambiente imunolégico da placenta, especialmente na
decidua, que é a por¢gao materna deste 6rgao. A pesquisa focou na expressao de
genes marcadores de macrofagos (CD206, CD163 e HLA-DRB1), que indicam os
perfis M2 (anti-inflamatoério) e M1 (pré-inflamatério). Foram comparadas 40 amostras
de decidua de gestantes obesas e eutroficas, analisando-se os dados de expressao
génica por gPCR e correlacionando-os com dados antropométricos das
participantes. Os resultados indicaram uma reducédo na expressao dos marcadores
M2 em gestantes obesas, sugerindo uma alteragao no perfil imunoldgico da placenta
associada ao estado inflamatério cronico da obesidade. Estes achados apontam
para possiveis impactos negativos na saude materno-fetal e reforcam a necessidade
de mais estudos sobre os efeitos da obesidade na gravidez.

Palavras-chave: macrofagos, polarizagdo M1/M2, decidua, inflamacgéo, obesidade
gestacional.



ABSTRACT

The placenta is the fundamental organ of pregnancy, responsible for creating the
environment in which the exchange of substances between the mother and the fetus
takes place, making its physiological regulation critically important. Obesity is a
multifactorial disease characterized by the accumulation of adipose tissue throughout
various body compartments, contributing to insulin resistance and metabolic changes
that disrupt homeostasis. Excess visceral fat during pregnancy increases the risk of
gestational diabetes and hypertension, prolonged time to conception, pre-eclampsia,
preterm birth, cardiovascular issues in the mother, high birth weight, and elevated
BMI in adolescence. Macrophages are cells of the innate immune system that defend
against pathogens, assist in tissue remodeling, and present antigens to T
lymphocytes. Their activation varies according to the microenvironment, assuming
inflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2) profiles, reflecting their functional
plasticity. Moreover, obesity affects the cellular composition and microenvironment of
adipose tissue, in which macrophages increase in number and shift from an M2
(anti-inflammatory) to an M1 (pro-inflammatory) phenotype. A similar shift can be
observed in placental cellular composition. Thus, this study investigates how
maternal obesity may affect the immune environment of the placenta, particularly in
the decidua, the maternal portion of this organ. The research focused on the
expression of macrophage marker genes (CD206, CD163, and HLA-DRB1), which
indicate M2 (anti-inflammatory) and M1 (pro-inflammatory) profiles. Forty decidual
samples from obese and eutrophic pregnant women were compared by analyzing
gene expression data through gPCR and correlating the results with the participants’
anthropometric data. The results showed reduced expression of M2 markers in
obese women, suggesting a shift in the placental immune profile associated with the
chronic inflammatory state of obesity. These findings indicate potential negative
impacts on maternal-fetal health and reinforce the need for further research on the
effects of obesity during pregnancy.

Keywords: macrophages, M1/M2 polarization, decidua, inflammation, gestational
obesity.
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1. INTRODUGAO

A placenta é o érgao fundamental da gravidez, responsavel por fornecer o
ambiente de troca de substancias entre a mae e o feto, necessario a sustentacao e

desenvolvimento do bebé, por isso sua fisiologia deve estar altamente regulada.

A obesidade é uma doenga multifatorial, caracterizada pelo acumulo
excessivo de tecido adiposo ao longo dos diversos compartimentos corporeos,
causando alteragbes metabdlicas por todos os sistemas. Assim, antes o ganho de
peso aceitavel em uma gravidez normal era de até 12 kg, entretanto, atualmente
esse parametro é calculado a partir do IMC pré-gestacional, visto que as maes que
estdo com sobrepeso ou obesas antes da gravidez devem estar ainda mais atentas
ao ganho de peso gestacional (Champion; Harper, 2020). Nesse sentido, o excesso
de gordura na gestacéo, localizada predominantemente nas visceras, eleva o risco
de diabetes, hipertensdo, pré-eclampsia, parto prematuro, problemas
cardiovasculares, elevado peso ao nascer e alto IMC na infancia ou adolescéncia
(Santangeli; Sattar; Huda, 2015). Além disso, estudos apontaram que a porcentagem
de criangas que necessitam de admissao na unidade de tratamento intensiva (UTI)
neonatal é 3,5 vezes maior em maes que sao obesas (Heslehurst et al., 2007).
Desse modo, é necessario uma atengdo e cuidado quanto ao ganho de peso
durante a gestagao, tendo em vista os riscos a que a saude da mae e do concepto

estdo submetidos nessas condicdes.

A obesidade além de promover as consequéncias metabdlicas citadas
anteriormente, também afeta a composig¢ao celular e o microambiente tecidual. No
tecido adiposo, dentre a populagao leucocitaria predominam os macréfagos, em que
no contexto da obesidade aumentam em numero e mudam seu perfil de ativagao de
anti-inflamatérios, M2, para M1, proé-inflamatoérios (Castoldi et al., 2016). Essa
mudanga também pode ser vista de forma semelhante na composicéo celular
placentaria, que ocorre devido a uma maior exposicado a um ambiente inflamatério,
dislipidemico, com estresse oxidativo e niveis hormonais alterados. Na placenta os
macrofagos compdem cerca de 20% de todos os leucdcitos, sendo importantes para
o desenvolvimento da gestacéo devido a sua plasticidade funcional (Heikkinen et al.,
2003). Estudos com macrofagos da decidua em uma gravidez saudavel apontam um

perfil imunossupressor (M2), responsavel pela imunotolerancia entre as células T
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maternas e as células fetais, por ndo fornecerem sinais de coestimulagao suficientes
necessarios a sua ativagdo, além de aumentar a geragdo de citocinas
anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B, inibir as proé-inflamatérias e promover a
fagocitose de células apoptéticas (Heikkinen et al., 2003; Zhang et al., 2017).
Entretanto, em uma gravidez anormal, como em casos de aborto esponténeo, parto
prematuro, pre-eclampsia, restricdo do crescimento intra-uterino e infecgdes
parasitarias intra-uterinas, sdo observados mais macréfagos de ativagao classica
(M1) na interface materno-fetal (Zhang et al., 2017). Assim, comprometendo
processos fundamentais da gestagdo em que os macréfagos sdo essenciais, como a
invasdo trofoblastica, a fagocitose de células apoptoticas e o remodelamento das

artérias espirais, responsaveis por nutrir a placenta (Yao; Xu; Jin, 2019).

Por isso, devido a prevaléncia de estudos e pesquisas dessa tematica com
macrofagos isolados da placenta, mais concentrados em amostras de vilo ou de
sangue do cordao umbilical, este trabalho visou avaliar as mudangas que a alta
adiposidade gestacional causam na expressdao génica de marcadores de
macrofagos no tecido placentério, especificamente na por¢gdo materna, a decidua.
Assim, ao relacionar os resultados obtidos aos dados antropométricos das
gestantes, buscou-se gerar conhecimento para que haja avangos na area acerca
dos mecanismos imunoldgicos placentarios envolvidos nesse quadro inflamatério

acentuado e suas consequéncias para o organismo materno.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Placenta

2.1.1 Anatomia e fisiologia

A placenta é um o6rgao temporario, embora essencial para o desenvolvimento
fetal no utero, sendo necessario seu adequado funcionamento para o transporte de
nutrientes e oxigénio, assim como para a remogao de produtos do metabolismo.
Apesar de ser um 6rgao majoritariamente fetal, possui uma grande porcéo
conectada a parede uterina, representando a por¢do materna da placenta, composta
por diversos cotilédones que, através dos vasos que 0s percorrem, Sao
transportadas moléculas, nutrientes e oxigénio entre a circulagcdo materna e a fetal
(Acharya et al., 2016). Por outro lado, a porgao fetal da placenta, que se desenvolve
a partir de parte do saco coridnico, e as membranas fetais corio, amnio, vesicula
umbilical e alantéide separam o embrido ou feto da camada interna do utero, o
endométrio (Moore et al., 2022). Assim, a placenta e o corddo umbilical formam um
sistema de transporte de substancias entre a méae e o feto, desempenhando as
funcdes de metabolismo, nutricdo, protecdo, excrecado de residuos e producédo de

horménios, como o hCG (gonadotrofina coridnica humana).

A decidua é a porgcdo endometrial funcional que € separada do restante do
utero no momento do parto, sendo subdividida em 3 regides, a basal, compondo a
parte materna da placenta, a capsular, parte superficial que cobre o concepto, e a
parietal, composta por por¢goes remanescentes da decidua, observadas na figura 1
(Moore et al., 2022; Benirschke, 2006). O desenvolvimento da placenta é
caracterizado pela proliferacdo do trofoblasto e pelo desenvolvimento do saco
coribnico e das vilosidades coribnicas (Moore et al., 2022; Huppertz, 2008). Essas
vilosidades cobrem todo o saco coribnico, e a medida que ele cresce, as vilosidades
associadas a decidua capsular se degeneram, formando o cério liso, enquanto
aquelas associadas a decidua basal aumentam de tamanho e se multiplicam,
tornando-se mais profundas, formando o cério viloso (Moore et al., 2022; Huppertz,
2008).
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Figura 1 - Estagios de desenvolvimento da placenta e membranas fetais. Decidua basal (BD);
placenta (P); cavidade amniética (AC); amnio ‘interno’ (A); amnio intermediario (CL); cavidade uterina
(UC); decidua capsular (CD); decidua parietal (PD).

PD BD

a: 10 weeks p.m. b: 12 weeks p.m. c: 17 weeks p.m.

Fonte: Benirschke (2006).

Assim, a interface materno-fetal € composta pelo cério viloso, (parte fetal) e
pela decidua basal (parte materna), que estdo conectados pelas conchas
citotrofoblasticas, nas quais possuem vilosidades que ancoram as duas regides
entre si, como apresentado na figura 2 (Moore et al., 2022; Benirschke, 2006). As
artérias e veias do endométrio atravessam aberturas presentes nas conchas
citotrofoblasticas, alcangando o espaco interviloso, descarregando sangue materno e
drenando sangue fetal, respectivamente. Nesse espaco ha também
vilosidades-tronco e suas ramificagdes (figura 3-A), conjuntos de capilares derivados
da placa coriénica, parte do cério associada a placenta, formando a rede vascular
que percorre o cordao umbilical até o feto (Moore et al., 2022). Essas vilosidades
percorrem uma vasta area de superficie e estdo sempre rodeadas e em contato com
0 sangue materno no espaco interviloso, possibilitando a troca de gases e nutrientes

necessarios ao desenvolvimento fetal.
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Figura 2 - llustragcdo de um corte transversal de placenta, apresentando suas estruturas internas.

Decidua parietal

Veia umbilical Artérias umbilicais
(sangue rico em Q,) (sangue pobre em O,) Cério liso
Membrana amniocoriénica Circulagéo fetal Espago inferviloso Amnio

) Placa coriénica f
Vilosidade-tronco \ /

| principal

Coto de uma
vilosidade-tronco principal

_ Vilosidades
| ramificaclas

Septo placentario

Decidua basal { ] / Vilosidade

/ |/ | / A rtéria \ de ancoragem
/ \/ h Concha
oo \/ [ espiralada 8 .
Miométrio \ ¥ P citotrofoblastica
Veias Artérias

| endometriais endometriaisI

T
Circulagao materna

Fonte: Moore et al. (2022).

2.1.2 Circulagdo materno-fetal

A circulacdo sanguinea na placenta ocorre em dois espacos, a fetal e a
uterina, ndo havendo, normalmente, mistura entre o sangue desses compartimentos
(Acharya et al., 2016). Durante a gravidez, a porgcéo fetal & continuamente
desenvolvida, tanto em estrutura quanto em fung¢do, a medida que as vilosidades
trofoblasticas amadurecem, ja a vascularizagdo da porg¢ao uterina esta completa
apos 20 a 22 semanas de gestagdo (Acharya et al., 2016). O sangue pouco
oxigenado do feto chega através das artérias umbilicais, dividindo-se nas artérias
coribnicas até ramificar-se ao longo da placa coridénica para adentrar as vilosidades,
onde o sangue é oxigenado, depois, € drenado pelas veias que seguem as artérias
coribnicas até convergirem na veia umbilical (Moore et al., 2022). Por outro lado, o
sangue materno chega ao espacgo interviloso através das artérias endometriais
espiraladas da decidua basal, que jorra frente a placa coridnica, devido a grande

pressao, permitindo a troca de substancias, depois esse sangue retorna pelas veias
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endometriais para a circulagdo materna (Moore et al., 2022). Nesse sentido,
alteracbes na hemodinamica da circulagao uteroplacentaria podem causar redugao
da oxigenagao, denominada hipdxia fetal, e consequente restricdo do crescimento

intrauterino.

A separacao do sangue materno do sangue fetal é decorrente da presenca de
tecidos extra fetais que compdéem a membrana placentaria, constituida de 4
camadas até a 20? semana, perdendo uma camada apds essa marca, observado
nas figuras 3-B e 3-C (Moore et al., 2022). Assim, essa membrana permite a
passagem somente de moléculas de determinado tamanho, estrutura e carga. Por
isso, a maioria dos medicamentos e outras substancias do organismo materno a
atravessam e sdo encontradas no plasma fetal (O’'Brien; Wang, 2023). Em geral,
todos os materiais sdo transportados através da membrana placentaria por um
desses processos, sendo eles a pinocitose, a difusdo simples, no caso da agua e a
maioria das drogas e seus metabdlitos, por difusao facilitada, como a glicose através
dos transportadores GLUT-1 ou por transporte ativo, como os aminoacidos (O’Brien;
Wang, 2023). Ademais, horménios protéicos como a insulina e os hipofisarios nao
alcancam a circulacao fetal em quantidades significativas, ja hormonios esterdides
nao conjugados atravessam a membrana placentaria com maior facilidade, assim

como a testosterona e determinadas progestinas sintéticas (Moore et al., 2022).
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Figura 3 - llustracdo de uma vilosidade-tronco coriénica mostrando seu sistema venoso arteriocapilar

(A); Segbes de uma ramificagéo vilosa de uma gestagédo de 10 semanas (B) e uma a termo (C).
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2.2 Obesidade gestacional
2.2.1 Dados e Fisiopatologia da Obesidade

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade é o excesso
de gordura corporal em quantidades que causem prejuizos a saude, utilizando o
indice de massa corporal (IMC) como indicador, considerando obeso quando o IMC
é igual ou maior a 30kg/m? (Brasil, 2023). E uma doenca cronica multissistémica,
associada a um aumento de morbidade e mortalidade em todo o mundo, sendo,
portanto, um problema de saude publica enfrentado por paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Sarma; Sockalingam; Dash, 2020). A obesidade contribui com 4
milhdes de mortes por ano e 120 milhdes de DALY (Disability adjusted life years -
anos de vida perdidos ajustados por incapacidade), além disso, quase 70% das

mortes relacionadas a alto indice de massa corporal sdo devido a doencgas
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cardiovasculares, e mais de 60% dessas mortes ocorrendo entre obesos (Afshin et
al., 2017).

A obesidade é considerada uma doenga de origem multifatorial, sendo estes
fatores bioldgicos, sociais, culturais, comportamentais, politicos e de saude publica
(Brasil, 2023). Portanto, seu desenvolvimento se da por meio de interacbes entre a
genética do individuo e fatores como a auséncia de pratica de atividades fisicas,
consumo excessivo de alimentos ultraprocessados e gordurosos, sono inadequado,
alteragdes enddcrinas, ambiente intrauterino, uso de medicamentos obesogénicos,
condigbes socioecondmicas, dentre outros (Brasil, 2023). Nesse contexto, diversos
fatores influenciam a ocorréncia da obesidade na populacdo brasileira, sendo os
grupos mais acometidos as mulheres, individuos com baixa escolaridade e de
raga/cor preta (Brasil, 2024a). A Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para
Doencgas Crbnicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) realizou uma analise de 16 anos
do percentual de obesidade autorreferida em adultos com mais de 18 anos no Brasil,
passando de 11,8% em 2006 para 24,3% em 2023, representando um aumento
percentual de aproximadamente 105,9% ao longo de todo o periodo analisado,

conforme apresentado na figura 4 (Brasil, 2024a).

Figura 4 - Percentual da prevaléncia de obesidade em adultos maiores de 18 anos no Brasil, de 2006
a 2023.
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A obesidade é resultante de um desbalango energético que leva ao ganho de
peso e, por consequéncia, ao surgimento de diversos disturbios metabdlicos. O
estresse e a disfuncgao tecidual, juntamente com a ativagado de vias de sinalizagéo
inflamatodrias manifestam-se clinicamente como Sindrome Metabdlica (MetS),
condigdo caracterizada pela presenca de 3 ou mais dos seguintes parametros:
adiposidade central, glicose alta, triglicerideos no plasma, alta presséo arterial e
baixos niveis do colesterol HDL (Andersen; Murphy; Fernandez, 2016). Além disso,
resulta também na ativacdo do sistema imune nos tecidos adiposo, hepatico,
pancreatico e vascular, juntamente com a presenga de marcadores inflamatorios
plasmaticos em niveis elevados (Andersen; Murphy; Fernandez, 2016). Nesse
sentido, no sobrepeso e na obesidade ha o estabelecimento de um microambiente
inflamatdrio crénico, em que niveis acentuados de citocinas pré-inflamatérias geram
um Jloop de feedback positivo em vias de receptores inflamatorios, como dos
inflamassomas e dos toll-like (TLRs), além de prejudicar também a sensibilidade a

insulina (Rodriguez-Hernandez, 2013).

Além disso, na obesidade e na MetS também sao observadas alteragdes na
arquitetura e na integridade das populagdes leucocitarias, além de mudangas em
seus fendtipos para um perfil inflamatoério (Andersen; Murphy, Fernandez, 2016).
Sendo assim, a principal fonte de citocinas inflamatérias na obesidade sao os
adipécitos e os macréfagos infiltrantes do tecido adiposo, que produzem
principalmente IL-6, TNF-a e IL-1B, sendo essa primeira produzida também por
células endoteliais e linfécitos, estimulando o figado a produzir proteinas de fase
aguda, como a proteina C reativa (PCR), além de, juntamente com TNF-a, aumentar
a lipogénese hepatica (Gregor; Hotamisligil, 2011; Khanna, et al., 2022). Nesse
sentido, estudos mostraram que niveis elevados de PCR sdo observados em
individuos com adiposidade abdominal, assim como também é caracteristico em
diversas doencgas cronicas, que podem ser desencadeadas pela obesidade, como
doengas cardiovasculares e diabetes (Lapice et al., 2009; Rodriguez-Hernandez,
2013). Portanto, € notério que o excesso de adiposidade interfere no balango
homeostatico, corroborando para o estabelecimento do perfil inflamatério cronico

caracteristico da sindrome metabdlica causada pela obesidade.
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2.2.2 Impactos na placenta e no feto/recém-nascido

Segundo Johnson et al. (2015), quase metade das mulheres ganham mais
peso do que o recomendado pelo Instituto de Medicina para o ganho de peso
durante a gestagdo. Além disso, um estudo multiétnico realizado sugeriu que o
aumento da adiposidade materna agora excede o fumo em fator de risco relacionado
a estilo de vida como maior causador de adversidades na gravidez (Djelantik et al.,
2012). Desse modo, caracterizando um problema global que cada vez mais acomete
esse grupo, com impactos negativos na saude tanto dessas maes como de seus

bebés.

Mediante o exposto, € notério que a placenta responde as mudancas que
ocorrem no microambiente materno, sejam alteracbes no fluxo sanguineo, na
secrecdo de horménios ou de moléculas sinalizadoras que influenciam no
crescimento e composicao fetal (Dimasuay et al., 2016). A nutricdo materna € um
fator determinante na alteragéo da fungao placentaria e no crescimento do feto, pois
modula o transporte placentario de nutrientes (Dimasuay et al., 2016). De acordo
com a hipotese da “Developmental Origin of Health and Disease”, fatores externos
podem causar adaptagbes epigenéticas no DNA fetal/neonatal e ao
desenvolvimento, a longo prazo, de desordens metabdlicas (Lacagnina, 2019).
Sendo assim, estudos demonstraram relacdo entre um excessivo fornecimento
nutricional ao feto/neonato e alto risco de obesidade no inicio da vida adulta (Kemp
etal., 2012).

Desse modo, alteragdes nutricionais da mae causam uma reprogramacao do
tecido adiposo do feto, com aumento da adipogénese, lipogénese e inflamagao
(Lecoutre; Breton, 2015). Além disso, o0 estresse oxidativo, inflamagéao,
lipotoxicidade, mudangas na composig¢ao do leite, mudangas epigenéticas no feto,
alteragdes na fungao neural e no microbioma tem efeitos no desenvolvimento neural,
contribuindo para o surgimento de desordens neuropsiquicas (Tong; Kalish, 2020).
Portanto, o microambiente inflamatério materno caracterizado pela presenca de
TNF-a ou IL-6 em altas concentragcbes demonstram um aumento da gordura
corporal, adiposidade e resisténcia a insulina na prole, como observado em estudos
de Dahlgren et al. (2001). Além disso, a obesidade materna traz consigo diversas

consequéncias para a mae, como pré-eclampsia, diabetes gestacional, hipertensao,
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complicagbes no parto e infecgdes, com evidéncias de consequéncias na crianga,
como sindromes metabdlicas, efeitos cardiovasculares, imunodeficiéncias e
desordens neuronais (Tong; Kalish, 2020). Assim, devido ao aumento da prevaléncia

da obesidade na gravidez, sdo necessarios avangos e pesquisas nessa area.

2.3 Macréfagos
2.3.1 Origem e Fungoes

Estudos realizados por Van Furth e Zanvil Cohn em 1968 demonstraram que
monadcitos do sangue periférico e macrofagos peritoneais ndo se multiplicam, em um
estado normal, de equilibrio, sendo apenas os progenitores medulares com
capacidade de proliferacdo. Nesse sentido, perpetuou-se o modelo linear de que os
promondcitos da medula 6ssea dao origem aos mondcitos circulantes que, por sua
vez, migram para os tecidos e se diferenciam em macrofagos. Assim, com a
propagacédo desse pensamento, van Furth e estudiosos em uma conferéncia
realizada nos Paises Baixos, no ano de 1969, propuseram uma nova classificagcao
para as células fagociticas mononucleares, no qual os promondcitos e seus
precursores medulares, mondcitos do sangue periférico e macrofagos teciduais

fazem parte, desde entdo, do Sistema Fagocitario Mononuclear (van Furth, 1972).

Entretanto, posteriormente, estudos realizados tanto em humanos como em
camundongos, contradizem esse modelo linear de células nao-divisiveis e
totalmente diferenciadas, em que sua ontogenia é estritamente dependente de
mondcitos circulantes. Por exemplo, estudos de parabiose em camundongos
mostraram que, apos um ano, nado houve fusdo das populagdes de macrofagos
teciduais do cérebro e da epiderme, entre esses animais (Sreejit et al., 2020). Além
disso, estudos em humanos revelaram que pacientes com grave monocitopenia
mantinham a populagcado de macréfagos da epiderme, as células de Langerhans, com
densidade de 50 a 100% da normalidade (Bigley et al., 2011). Ademais, pesquisas
histolégicas realizadas demonstraram a presenga de macrofagos antes do
estabelecimento da hematopoese definitiva, a qual da origem aos mondcitos (Sreejit
et al., 2020). Pode-se afirmar, portanto, que nem todos os macrofagos teciduais séo

originados de mondcitos, como acreditava van Furth, alguns possuindo origem
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embrionaria, com alta longevidade e sendo capazes de realizar auto-renovagéo local

nos tecidos periféricos, independente da circulagao (Varol; Mildner; Jung, 2015).

Desse modo, estudos de mapeamento mostraram que células de Langerhans
derivam tanto do saco vitelino quanto de mondécitos do figado fetal, mas os que
persistem na vida adulta sdo esses ultimos, que mantém sua populagcdo por
auto-renovagao (Hoeffel et al., 2012). Todavia, estudos mais disruptivos do modelo
continuo e linear de geracdo de macrofagos dizem respeito a microglia (SNC).
Neles, foram usadas substancias repérter em ratos para demonstrar a presenca
dessas células antes da hematopoese definitiva, e sua persisténcia na vida adulta,
sendo assim, a maior parte da microglia adulta € derivada do saco vitelino, com
habilidade de auto-renovacdo e independéncia de mondcitos em ratos adultos
(Ginhoux et al., 2010).

Assim, macrofagos tecido-residentes possuem multiplas origens, do saco
vitelino, de mondcitos fetais ou de mondcitos adultos, com os dois primeiros
predominando na homeostase e o ultimo sendo importante em situagdes de
deplecdo de macrofagos, como em certas patologias, e na defesa do hospedeiro em
processos inflamatoérios (Haldar; Murphy, 2014). Dessa maneira, esses macrofagos
do inicio da vida fetal possuem grande potencial proliferativo, realizam a “limpeza” de
restos de células e estruturas associadas a remodelagdo tecidual durante o
desenvolvimento embrionario, além de auxiliarem também no processo de
vascularizagdo (Varol; Mildner; Jung, 2015). Assim, estudos feitos em ratos com
auséncia de macrofagos durante o desenvolvimento embrionario, devido a
deficiéncia do proto-oncogene Spi-1 (SPI1) ou do receptor do fator estimulador de
colénia de macréfagos (M-CSFR ou CSF-1R), mostraram mortalidade perinatal e
retardo do crescimento (McKercher et al., 1996; Dai, 2002).

llya (Elie) Metchnikoff foi um biologista e pesquisador que, em 1908, foi
premiado com um Nobel, juntamente com Paul Ehrlich, por ser o primeiro a designar
fungcdes aos macréfagos, sendo elas a participagdo no desenvolvimento,
homeostase e protecdo contra infecgdes (Nathan, 2008). Sendo assim, os
macréfagos sdo definidos como a primeira linha de defesa celular do organismo,
como parte do sistema imune inato, capazes de regular respostas inflamatérias,

realizar remodelagcdo tecidual e combater microrganismos invasores através da
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fagocitose, além de atuarem como apresentadores de antigenos aos linfocitos T,

conectando a imunidade inata a adaptativa (Nathan, 2008).

Ademais, a depender do microambiente no qual os macrofagos estado
inseridos, isto €, quais os estimulos e por quanto tempo estdo atuando, as citocinas,
prostaglandinas, fatores de crescimento e outras moléculas presentes, irdo
influenciar na polarizagédo do perfil dessas células, como apresentado na figura 4.
Essa polarizagcéo refere-se ao modelo dual de ativagdo M1/M2 dos macrofagos,
muito estudados in vitro, contudo, in vivo é observado um espectro continuo desses
subtipos, com intermediarios e caracteristicas que se sobrepdem (Bozec; Soulat,
2017). Sendo assim, os macrofagos possuem grande plasticidade e versatilidade,
permitindo a mudanca de um fendtipo para outro em resposta a estimulos do
microambiente, que desencadeiam cascatas de sinalizagao intracelular responsaveis

por essas mudancas (Bardi; Smith; Hood, 2018).

Figura 5 - Esquema dos perfis de ativacao M1 e M2 de macréfagos, seus principais estimulos,

marcadores de superficie, citocinas produzidas e fungdes.
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2.3.2 Plasticidade funcional

Os macréfagos M1, ou classicamente ativados, assumem esse perfil em
resposta a sinalizagdo de IFN-y, junto ou associado a ligantes de TLRs, como o
lipopolissacarideo de bactérias (LPS), e a citocinas inflamatdrias, como o fator de
necrose tumoral (TNF) (Mantovani et al., 2004). Esse perfil € caracterizado por alta
atividade apresentadora de antigenos, alta producdo de diversas citocinas
inflamatorias, como TNF-a, IL-12, IL-6 e intermediarios toxicos, como éxido nitrico
(NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS), e a consequente polarizagéo do perfil
Th1, associado a ativagdo de mecanismos antimicrobianos que contribuem para a
eliminacao de patégenos e resolucao da inflamacgao (Atri; Guerfali; Laouuini, 2018).
Os principais marcadores do perfil M1 de macréfagos sdo CD64, CD80, CD86,
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il, TLR2 e
TLR4 (Tarique et al., 2015; Zhang et al., 2017).

Os macrofagos M2 ou de ativagao alternativa, estdo muito relacionados a
infeccbes parasitarias, helminticas e fungicas, induzindo o perfil Th2 de linfécitos
TCD4+. Esse perfil atua principalmente como modulador, inibindo a ac¢do de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-12, e liberando citocinas anti-inflamatérias como
IL-4, IL-10 e TGF-B, sendo, portanto, crucial no processo de reparo (Nakai, 2021).
Podem ser diferenciados com M-CSF, estimulados com IL-4, IL-13, IL-10 e
imunocomplexos e apresentam como marcadores CD209 (lectina tipo C), CD163,
CD206, CD11b, além das glicoproteinas CD1a e CD1b (Tarique et al., 2015; Zhang
et al., 2017).

Por outro lado, foram revelados subdivisées do perfil M2 em M2a, M2b, M2c e
M2d, como é possivel observar no esquema da figura 6. Os M2a possuem fungao de
resolucao e cicatrizagao de feridas, sdo induzidos por IL-4 e IL-13, expressam altos
niveis do receptor de manose (CD206), da quimiocina CCL17 e secretam TGF- e
fibronectina, contribuindo para o reparo tecidual (Wynn; Vannella, 2016). J& os M2b
sdo conhecidos como regulatorios, induzidos por exposicdo a imunocomplexos e
agonistas de TLR ou do IL-1R, expressam altos niveis de CCL1 e de citocinas
inflamatdrias, com excecdo da IL-12, na qual apresenta-se em baixos niveis,

entretanto, também secreta a citocina anti-inflamatéria IL-10 (Wang et al., 2019).
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Os M2c, por sua vez, sdo induzidos por IL-10 e exibem atividade
anti-inflamatéria e pré-fibrotica, pela liberacdo de IL-10 e TGF-[3, respectivamente,
além de alta expressao do receptor tirosina quinase Mer (MerTK), sendo eficiente na
fagocitose de células apoptéticas (Zizzo et al., 2012). Por fim, os M2d, também
conhecidos como macréfagos associados a tumores (TAMs), s&o induzidos por IL-6
ou por coestimulagdo com ligantes de TLR e agonistas do receptor de adenosina A2,
sdo caracterizados por alta expressao de IL-10, TGF-B e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), assim como baixa expressao de IL-12, TNF-a e IL-1
(Wang et al., 2019). Esse perfil de macrofagos sdo abundantes na maioria dos
tumores malignos, a medida que promovem angiogénese, supressdo de
mecanismos antitumorais das células T e o escape de células cancerigenas para a
circulacdo, podendo se acumular em locais distantes, formando colbénias

metastaticas (Yang et al., 2018).

Figura 6 - Esquema dos estados de ativagdo mais prevalentes de macrofagos M2 e os marcadores

associados aos seus respectivos fenétipos.
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O CD206 é uma proteina transmembrana, capaz de internalizar ligantes de
colageno e glicoproteinas, sendo marcador de macréfagos M2, expresso em

macrofagos teciduais, placentarios (células de Hofbauer), peritoneais, da pele, do
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tecido adiposo e cardiaco (Rdszer, 2015). Sua expressao € estimulada por
helmintoses, IL-4, GM-CSF, TGF-3 e mostrou-se relacionado a resolucido de quadros
inflamatoérios e propriedades pr6 fibréticas, além de participar da tolerancia
imunoldgica do feto com a producgao de IL-10 e CCL18 pelos macréfagos deciduais

maternos (Svensson-Arvelund et al., 2015).

O CD163 faz parte da familia dos receptores scavenger, relacionado a ligagéo
dos complexos haptoglobina-hemoglobina (Hb-Hp), participando de processos de
desintoxicagao e reciclagem de ferro, na cicatrizagdo tecidual e resolugéo de
quadros inflamatérios, pela alta capacidade de fagocitose de células apoptéticas
(Alvarado-Vazquez et al., 2017). Sua expressao é amplificada por IL-4, M-CSF, IL-6,
IL-10, glicocorticoides, enquanto que TNF-a, TGF-B, IFN-y e LPS reduzem sua
expressao (Fabriek et al., 2005).

As moléculas de MHC de classe |l sdo um grupo de proteinas transmembrana
com 2 cadeias glicoproteicas, a e B, expressas em células apresentadoras de
antigenos (APCs), como macroéfagos, responsaveis por ligar e apresentar antigenos
peptidicos a linfécitos TCD4+ (Daubenberger et al., 1996). Em humanos, cada
cadeia a e B contém 3 dominios que sao codificados por uma das 3 sub-regides do
complexo génico: DR, DP e DQ (Daubenberger et al., 1996). O HLA-DR esta
associado a resposta imune contra células tumorais, levando a resultados
indesejados a pacientes oncoldgicos, podendo estar sendo mediado por TAMs (Van
Drongelen, 2020). Nesse viés, o gene HLA-DRB1 é o mais polimérfico da regido
HLA-Il, sendo muito associado a doengas autoimunes, como diabetes tipo 1, artrite
reumatoide, lupus eritematoso sistémico (LES), sindrome de Sjogren, e esclerose
multipla (Arango et al., 2017). HLA-DR é comumente utilizado como marcador de
polarizagdo M1 de macréfagos, sendo importante para a criagdo de uma resposta

imune adaptativa em infecgdes (Purcu et al., 2022).

5.3.3 Macréfagos placentarios

Os macrofagos fetais, também chamados de células de Hofbauer, podem ser
encontrados no estroma viloso da placenta a partir da 4% semana apds a concepgao

e permanecem em todos os estagios da gravidez (Reyes; Wolfe; Golos, 2017). Sao
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originados tanto de progenitores presentes na populacdo de células mesenquimais
do estroma viloso quanto pela infiltracdo de mondcitos derivados da medula 6ssea
do embrido ou feto, que se diferenciam em macréfagos quando a circulagao entre o
concepto e a placenta é estabelecida (Benirschke, 2006). Assim, essas células séo
importantes em diversos processos fisiologicos necessarios ao desenvolvimento
fetal, como a angiogénese da placenta, absor¢cdo de imunocomplexos, apresentagao
de antigenos, balango do fluido estromal e crescimento das vilosidades coridnicas,

além de promover a tolerancia imunolégica materno-fetal (Demir; Erbengi, 1984).

Estudos realizados demonstraram que as células de Hofbauer apresentam
um perfil M2-like (Loegl et al., 2016). Além disso, de acordo com Kim et al. (2012), a
partir de uma analise de metilagdo de DNA em gestagdes normais, essas ceélulas
apresentam os genes pr6-M2 CCL2, CCL13, CCL14, CD209, e A2M hipometilados,
enquanto que os pro-M1 TLR9, IL1B, IL12RB2, CD48, e FGR estao hipermetilados
ou silenciados. Nesse sentido, alteragdes no perfil de polarizagdo dos macréfagos
fetais podem impactar negativamente na gestac¢do, causando disturbios metabdlicos
de armazenamento no feto, corioamnionite e aborto esponténeo (Yao; Xu; Jin, 2019).
Assim, o equilibrio da polarizagdo M1/M2 dos macréfagos placentarios é essencial

para a plasticidade funcional necessaria a progressao de uma gravidez saudavel.

Por outro lado, além dos macrofagos fetais (as células de Hofbauer), na
placenta ha também os macréfagos maternos, com papel importante na invasao
trofoblastica, remodelamento das artérias espirais, fagocitose de células apoptéticas,
protecao contra agentes infecciosos e na secregao de diversas citocinas e proteases
(Sun; Wang; Du, 2021). Assim, no periodo de pré-implantagéo, apds a inseminacao,
os macroéfagos uterinos sdo majoritariamente do perfil M1, porém, quando a invaséo
trofoblastica se inicia, ha uma conversdo e os macréfagos deciduais se apresentam
como uma mistura dos fendétipos M1 e M2, que se mantém até a formacgao da
placenta e o remodelamento das artérias espirais (Sun; Wang; Du, 2021). Desse
modo, essa diversa populagdo de macréfagos permanece até o inicio do segundo
trimestre, predominando apds esse periodo o perfil pr6-M2, que impede a rejeigéo
do feto e estabelece um ambiente de imunotolerancia materno-fetal (Jena et al.,
2019).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer a relacdo entre o ambiente inflamatério da obesidade materna e
marcadores de macrofagos através da avaliagao da expressao de mRNA na decidua
de gestantes obesas atendidas no Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW),

em Jodo Pessoa (PB).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a expressao génica dos marcadores de macréfagos CD206 e
CD163 (M2) e HLA-DRB1 (M1) em gestantes eutroficas e obesas.

- Avaliar os parametros antropométricos (peso da placenta, IMC
pré-gestacional, ganho de peso gestacional) e dados gestacionais maternos
(idade gestacional, tipo de parto, comorbidades).

- Correlacionar os dados maternos aos resultados encontrados.
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4. HIPOTESE

A hipotese desse estudo é de que o ambiente placentario inflamatério
estabelecido em decorréncia da obesidade gestacional impactaria na polarizagao

dos macrofagos, favorecendo a redugdo da expressdo de marcadores de
macroéfagos alternativos (M2).
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de natureza basica, do tipo transversal descritivo, no
qual busca gerar conhecimento, relacionando as variaveis através de dados e
amostras coletadas no momento do parto, para entender a influéncia da obesidade
materna na ativagdo dos macréfagos da decidua uterina. Desse modo, consistiu
numa abordagem quantitativa realizada a partir da analise da expressédo génica de

marcadores de superficie de macréfagos.

5.2 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa do Centro de
Ciéncias Médicas da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), com parecer de
aprovacgao n° 5.810.026. A populacao de gestantes selecionadas participou de forma
voluntaria, apés assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
apresentado no anexo A. Assim, os dados foram utilizados para fins de pesquisa
unicamente, mediante sigilo, como previsto na Resolu¢cdo 466/2012 do Conselho

Nacional de Salde.

5.3 Selecao das participantes do estudo

As participantes do estudo foram selecionadas dentre as gestantes usuarias
do Sistema Unico de Saude (SUS), recrutadas na Maternidade do Hospital
Universitario Lauro Wanderley (HULW), situado em Jodo Pessoa (PB), vinculado a
Universidade Federal da Paraiba e sob gestdo da Empresa Brasileira de Servigos
Hospitalares (EBSERH).

As gestantes foram convidadas a participar de forma aleatéria, de acordo com
o numero médio atendidas na instituicdo, dentro do periodo determinado para
realizacdo desta etapa da pesquisa. Os critérios de inclusdo para essa selecao
compreenderam gestantes obesas e eutroficas, maiores de 18 anos, com gestacéo a

termo e que concordassem em participar mediante assinatura do TCLE (anexo A).



33

Ja os critérios de exclusdo consistiram em participantes convivendo com HIV (Virus
da Imunodeficiéncia Humana), Hepatite C (HCV), doengas autoimunes, doengas
infecciosas ativas, tabagistas, etilistas e que houve perda fetal ou neonatal. O RNA
foi extraido e a expressao dos enddgenos e alvos génicos foram avaliados em 51
amostras, entretanto apenas em 40 amostras ocorreu deteccdo de todos os alvos,

totalizando um N de 20 gestantes eutréficas e 20 gestantes obesas.

5.4 Coleta de dados e amostras

Os dados pessoais e demograficos foram obtidos a partir do prontuario
meédico de cada gestante participante do estudo. Ademais, também foram coletados
e avaliados dados a respeito da composicao corporal materna, a partir do calculo do
IMC, de acordo com Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Desse modo, peso e
altura da mae, comorbidades que elas possuiam e peso da placenta também foram
coletados dos prontuarios médicos das pacientes no hospital, utilizando um

questionario (anexo B) como guia para o registro desses dados.

A amostras das placentas foram coletadas de 3 cotilédones de regides
distintas, apos remogao da placenta no parto, e armazenadas em solugéo salina a
4-8°C para transporte até o Laboratério de Biologia Molecular (Labimol), localizado
no Centro de Ciéncias Médicas (CCM). Ao chegar, as amostras foram lavadas com
solucao salina, e a decidua basal, parte materna da placenta, foi separada da parte
fetal (corion viloso) e armazenada em inibidor de protease ou RNAlatter, um
reagente de armazenamento com acao estabilizadora de RNA, em ultrafreezer, até

posterior processamento do tecido.

5.5 Avaliacao da expressao génica

O RNA total das amostras da decidua foi extraido e purificado segundo o kit
Maxwell® RSC simplyRNA tissue (Promega, EUA), processo esse realizado no
aparelho automatizado Maxwell® Rapid Sample Concentrator 48 (RSC 48)
(Promega, EUA). Por sua vez, o RNA total extraido foi quantificado segundo as

instrugbes do kit QuantiFluor® RNA System (Promega), com leitura realizada no
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aparelho Quantus™ Fluorometer (Promega). Em seguida, foi realizada a transcri¢ao
reversa de forma randémica de quantidades iguais de RNA, para obtengdo do cDNA,
utilizando o iScript cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD, EUA), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Depois, realizou-se a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR) com o kit SYBR™ Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) no termociclador QuantStudio3 (Thermo Fisher Scientific,
EUA). Foram utilizados os primers especificos para os mRNAs alvos dos seguintes
genes marcadores de macrofagos: CD206, HLA-DRB1 e CD163, utilizando B-actina
e tirosina 3-monooxigenase (YWHAZ) como controles enddégenos. A quantificagdo
da expressido relativa em relagdo ao gene endogeno feito a partir do %“Ct, para

demonstrar a variagdo na expressao génica.

5.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados comparando os resultados nos grupos de
gestantes obesas e eutréficas para entender a relagéo e os impactos da inflamagao
e adiposidade placentaria na expressdo de marcadores de macréfagos.
Primeiramente, os resultados foram submetidos a testes de normalidade, em que os
dados paramétricos foram analisados com teste T de Student para comparagao
entre dois grupos, representados como médiatdesvio padrdo. Os dados nao
paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-Whitney e representados pela
mediana e intervalo interquartil. Por fim, a andlise de correlagédo de Spearman foi
realizada para verificar a relagdo entre variaveis maternas e dados da expressao
génica e para analises de associagdao entre variaveis foi utilizado o teste
Qui-quadrado e de Fisher. Os resultados e os graficos foram elaborados utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA),

sendo consideradas diferencgas estatisticamente significativas se P<0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os dados antropométricos e demograficos das
participantes analisadas neste estudo. Com relacdo a idade materna, idade
gestacional, peso da placenta e o tipo de parto, ndo houve diferengas significativas.
Ja para as variaveis IMC pré-gestacional, ganho de peso gestacional e
comorbidades houveram diferengas significativas. O grupo das obesas apresentou
maior média de IMC pré-gestacional, como esperado, ja o ganho de peso

gestacional apresentou maior média no grupo das eutréficas.

Estudos apontaram que em mulheres com peso normal, sobrepeso e
obesidade, os indices de complicagdes aumentaram com o excesso de ganho de
peso, com o risco de surgimento de disturbios como diabetes mellitus gestacional
(DMG), hipertens&o gestacional e pré-eclampsia (Nelson; Matthews; Poston, 2010;
Crane et al., 2009). Assim, 6 gestantes do grupo das obesas e 13 das eutréficas ndo
apresentaram nenhuma das trés comorbidades analisadas, hipertensao arterial (HA),
diabetes mellitus (DM) ou pré-eclampsia. Além disso, 3 das obesas possuiam DM e
HA, enquanto que nenhuma do grupo das eutréficas possuiam as duas

comorbidades de forma simultanea.

Nessa perspectiva, independentemente da adiposidade materna ou IMC
pré-gestacional, ha um aumento de gordura desde o inicio da gestagdo, necessario
para as demandas nutricionais e sustentacdo do feto (Dennedy; Dunne, 2010). O
Ministério da Saude informa na Caderneta da Gestante as curvas de ganho de peso
gestacional recomendados para cada estado nutricional, de acordo com o IMC
pré-gestacional, ao longo das semanas de gestacdo, estando os valores até 40
semanas de gestacao apresentados na tabela 2 (Brasil, 2024b). Desse modo, como
as médias de ganho de peso gestacional foram 13,2 e 8,3 kg, respectivamente, para
eutroficas e obesas, percebe-se que ambos os grupos estdo acima da faixa

recomendada.

Por outro lado, Kac et al. (2021) reuniu dados de 7086 mulheres do Consorcio
Brasileiro de Nutricdo Materno-infantii (CONMAI) de 1990-2018, em que as
medianas e intervalos interquartis de ganho de peso gestacional para eutrdficas e
obesas foram, respectivamente, 13,8 (10.7-17.2) e 8,9 kg (4.8-13.2 kg). Assim,
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esses achados estdo préximos aos deste estudo, em que contaram com medianas e

intervalos interquartis para o ganho de peso de 11,4 (8,4-17,7) € 9,1 (3,7-13,3) kg em

eutroficas e obesas, respectivamente.

Tabela 1 - Dados maternos e antropométricos dos grupos de gestantes eutrdéficas e obesas.

Caracteristicas Eutréficas Obesas P valor
IMC < 25 IMC > 30
(n=20) (n=20)
Idade em anos (média + DP) 26,8 + 5,8 284 +7,2 0.4309
Idade gestacional em 386 +1,3 388+14 0.6456
semanas (média + DP)
IMC pré-gestacional em kg/m? 22+ 26 34,1+33 <0.0001*
(média + DP)
Ganho de peso gestacional 13,2+ 6,4 8,3+7,5 0.0319*
em quilogramas (média + DP)
Peso da placenta em gramas 553,1 + 98,2 603,6 + 155,9 0.2278
(média + DP)
Tipo de parto (n, %) 0.2049
Vaginal 12 (60%) 7 (35%)
Cesarea 8 (40%) 13 (65%)
Comorbidades (n, %) 0.0197*
Hipertenséao arterial 3 (15%) 11 (55%)
Pré-eclampsia 0 (0%) 3 (15%)
Diabetes mellitus 4 (20%) 4 (20%)

Dados representados como médiatdesvio padrdo (DP), nimero de individuos e porcentagem. Teste

T student e Qui quadrado (ou Fisher). Significativo quando p<0,05.

Fonte: Préprio autor, 2025.
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Tabela 2 - Ganho de peso gestacional recomendado, de acordo com o IMC pré-gestacional.

Estado nutricional IMC pré-gestacional Ganho de peso
pré-gestacional (kg/m?) gestacional (kg)
Baixo peso <18,5 9,7-12,2
Peso adequado 18,5-24,9 8-12
Sobrepeso 25,0-29,9 7-9
Obesidade > 30,0 5-7,2

Fonte: Adaptado de Brasil (2024b).

A gestacdo € caracterizada por uma série de alteragbes celulares e
fisiologicas, responsaveis pelo desenvolvimento fetal. Nesse momento é
estabelecido um ambiente inflamatério, comparado com o estado nao-gravido,
entretanto, ha momentos em que esse estado predomina para a ocorréncia de
certos eventos e outros em que se estabelece uma imunossupresséo, responsavel
pela prevencao da rejei¢cao do feto pelo organismo materno (Pantham; Aye; Powell,
2015). Assim, o desequilibrio causado pela obesidade pode alterar o funcionamento
e a estrutura da placenta, perturbando o microambiente e suas células imunoldgicas.
Challier et al. (2008) demonstraram que o numero de macréfagos na placenta de
gestantes obesas dobrou, quando comparado com o das eutrdficas, além de um
aumento na expressdo do mRNA das citocinas inflamatérias IL-1, TNF-a e IL-6 no
vilo destas. Entretanto, estudos realizados por Aye et al. (2014) mostraram que,
apesar das citocinas inflamatérias MCP-1 (CCL2) e TNF-a estarem elevadas no soro
de gestantes obesas, nao sofreram alteragdes no sangue do corddao umbilical,
sugerindo que a obesidade materna impacta o desenvolvimento do feto alterando a
funcdo placentaria e ndo diretamente o perfil inflamatério dele. Desse modo, é
preciso que haja um equilibrio entre esses dois estados, de acordo com as

necessidades fisioldgicas e metabdlicas de cada etapa da gestagao.

Os macrofagos, por constituirem a maior parte das APCs da decidua, séo as
principais células responsaveis por manter o equilibrio entre tolerancia e proteg¢ao
contra patogenos e infecgbes (Svensson et al., 2011). Estudos realizados por Rong

et al. com sequenciamento de células individuais demonstraram que os macrofagos
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deciduais afetam as fungdes de outras células imunes, assim, a expressao anormal
de certos genes causa alteragdes nos mecanismos imunorreguladores, podendo
levar a ocorréncia da pré-eclampsia. Além disso, outras complicagdes podem ocorrer
quando ha uma diminui¢gdo na expressao dos marcadores CD163, CD206 e CD209,
como restricdo do crescimento intra-uterino, aborto espontaneo e parto prematuro
(Sun; Wang; Du, 2021).

Desse modo, estudos realizados por Shimada et al. (2018) demonstraram que
macrofagos M1, determinado por eles como CD68'HLA-DR*CD163, foram
encontrados em grande quantidade na decidua de abortos sem causa aparente,
enquanto que macréfagos M2 (CD68'HLA-DR™CD163") estavam altamente
expressos no endométrio e decidua de gestagdes normais. Por outro lado, estudos
prévios apontaram que macréfagos HLA-DR"" s3o metabolicamente mais ativos
que os HLA-DR™", possuindo uma maior taxa de consumo de oxigénio, alta
expressao do transportador de glicose GLUT1, além de uma up-regulation de vias
relacionadas a respostas ao estresse, processamento de antigenos e transporte de
lipoproteinas e colesterol em grupos de obesas comparado com eutréficas
(Sureshchandra et al., 2023). Assim, essas consequéncias possivelmente estao
relacionadas a respostas anormais de macrofagos, causadas por um desequilibrio
nos estados M1/M2.

Os resultados das analises de expressao relativa do mRNA dos alvos CD206,
CD163 e HLA-DRB1 estdo apresentados na figura 7, assim como os graficos de
correlagdes entre as expressoes e o IMC pré-gestacional na figura 8. Os marcadores
CD163 e CD206 apresentaram maior expressdao no grupo das eutréficas, nas
analises com ambos genes de referéncia, $-actina e YWHAZ, concordando também
com os achados nas analises de correlacdo com o IMC, em que quanto menor o

IMC pré-gestacional maior a expressao desses genes.

Esses achados se assemelham aos de Rajakumar et al. (2020) e Svensson et
al. (2011) que, por citometria de fluxo, encontraram os fendétipos CD14*CD163" e
CD163"CD206'CD209", respectivamente, de macréfagos deciduais de gestantes
com peso normal, corroborando com a hipétese de polarizacao M2 dessas células.
Ao mesmo tempo, esses genes apresentaram baixa expressdo no grupo das

obesas, comparada com as eutréficas, concordando com dados que apontam uma
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tendéncia a um perfil M1, pré-inflamatoério, no contexto da obesidade, apresentado
por Merkulov et al (2025) como um decréscimo nas populagdes
CD68*CD163"CD206" e CD68"CD163CD206" em pacientes com IMC > 25 kg/m?,

comparado com o grupo com IMC < 25.

Por outro lado, analises de imunohistoquimica de Zelinka-Khobzey et al.
(2021), com gestantes obesas, demonstraram uma alta expressdo de macrofagos
CD68* e CD163" na decidua, como também da predominancia do fenétipo CD163*
nas ceélulas de Hofbauer (macrofagos fetais) do terminal coriénico viloso, sugerindo
um mecanismo compensatério para o aumento do estado inflamatério. Assim,
percebe-se que ha uma maior necessidade de um perfil funcional de macréfagos
imunomoduladores, ao invés de pro-inflamatérios, a medida que mantenham a

homeostase, promovam tolerancia materno-fetal e remodelamento tecidual.

Com relacdo a expressdo do HLA-DRB1, houveram divergéncias nos
resultados entre os genes de referéncia utilizados, no qual a analise relativa ao
YWHAZ nao apresentou diferencas significativas entre os grupos de obesas e
eutroficas. Por outro lado, na expresséao relativa ao B-actina os testes estatisticos
apresentaram diferengas entre os grupos, em que houve maior expressao no grupo
das eutréficas, comparado com o das obesas. Analogamente, estudos prévios
demonstram um aumento nos macréfagos de perfil HLA-DR"" na decidua de
gestantes obesas, em que a frequéncia deste subtipo esta correlacionada
positivamente com o IMC pré-gestacional (Sureshchandra et al., 2023). Ja em
modelos murinos analisados por Li et al. (2021), ratas com gestagdo normal
submetidas a uma dieta obesogénica ndao demonstraram diferengas na quantidade
total de macrofagos na decidua, mas uma elevada proporgao de subtipos MHC-II""
destas células, corroborando a hipétese de que a obesidade materna estimula a

inflamacao local da decidua.

Entretanto, Laskewitz e colaboradores (2019) encontraram resultados
semelhantes ao deste estudo quando caracterizaram macréfagos da decidua de
mulheres obesas com gestagdes sem complicagdes, havendo baixos niveis do
fenétipo HLA-DR*CD163", considerado pro-inflamatério, comparado com o grupo
controle. Sendo sugerido, portanto, um mecanismo compensatério do organismo

materno para solucionar o estado inflamatério exacerbado da obesidade, para
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impedir que cause complicagdes ao feto. Assim, ainda sdo necessarios mais estudos
para entender as mudangas que a alta adiposidade gestacional causa no perfil
inflamatério e funcional dos macréfagos, visto que ainda ha divergéncias quanto a

caracterizagao dessas células por meio de marcadores fenotipicos.

E notério que o excesso de ganho de peso gestacional e a consequente
deposigao de gordura visceral podem impactar o ambiente placentario, a medida que
alteram o estado inflamatdrio tecidual. Nesse sentido, foi feita uma anadlise de
correlagdo do GPG com a expressao génica dos alvos do estudo, para verificar se
ha relacdo entre a expressdao de marcadores de macrofagos com o excesso de
ganho de peso na gestacao. Os resultados estdo apresentados na figura 9, em que
houve significancia nas correlagbes com expressdao dos genes relativos a B-actina.
Esses achados sdao compativeis com as analises de expressao relativa realizadas
anteriormente neste estudo, visto que houve maior expressao dos trés genes-alvo no
grupo das eutrdficas, assim como maior média de ganho de peso gestacional
também neste grupo, resultando em uma correlagdo positiva entre as condigdes

testadas.

Ja em relacdo a expressdo dos genes-alvo utilizando YWHAZ como
endégeno, houve significancia apenas para o CD206, com correlagdo positiva.
Entretanto, para o CD163 e HLA-DRB1 nao houve significancia estatistica,
provavelmente devido a também auséncia de diferenga entre os grupos quanto a
expressdo do HLA-DRB1 e a maior instabilidade dos dados de expressdo génica
relativos ao YWHAZ.
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Figura 7 — Expressdo do mRNA de CD206, CD163 e HLA-DRB1 relativa a 3-actina e YWHAZ em

gestantes eutréficas e obesas.
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Figura 8 - Correlagéo entre a expressdo do mRNA dos genes CD206, CD163 e HLA-DRB1 e o IMC
pré-gestacional.
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Figura 9 - Correlacédo entre a expressao do mRNA dos genes CD206, CD163 e HLA-DRB1 e o ganho

de peso gestacional.
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A normalizagdo da expressdo dos genes alvo de um estudo necessitam de
genes de referéncia ou enddégenos estaveis, para que a analise da expressao seja
precisa. De acordo com estudos de Arrowsmith (2021) na busca pelo gene
endégeno mais adequado para analises de qPCR em miométrio de mulheres
gravidas, de 12 enddgenos analisados, encontrou como 0s mais estaveis,
respectivamente, o citocromo c-1 (CYC1), ATP sintase (ATP5B) e tirosina
3-monooxigenase (YWHAZ), enquanto que B-actina apresentou-se em 9° lugar no
ranking. De forma semelhante, experimentos de Murthi et al. (2008) e Meller et al.
(2005) também demonstraram YWHAZ como um dos enddgenos mais estaveis em

analises de amostras de placenta.

Dessa forma, visto as divergéncias apresentadas nos resultados da
expressdo génica dos alvos entre B-actina e YWHAZ como enddgenos, a figura 10
apresenta uma analise de comparagao entre os valores de Ct da qPCR de ambos
genes de referéncia em amostras de decidua, em que apresentaram diferengas
estatisticamente significativas. Assim, as médias dos valores de Ct referente a
B-actina e a YWHAZ foram 15,81 e 19,32, com desvio-padrdao de 1,276 e 1,610,
respectivamente. Desse modo, B-actina demonstrou menor variagdo nos valores de
Ct, assim como menor média de Ct. Corroborando com nossos achados,
Panagodimou et al. (2022) comparou a estabilidade dos enddgenos (3-actina, RNA
ribossomal 18s (18S) e o (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) na
placenta de mulheres com sindrome do ovario policistico (SOP) e mulheres com
gestacao a termo e sem complicagdes. Os resultados demonstraram que a -actina
obteve a expressdo mais estavel dentre os demais, sendo adequada para as

condi¢cbes em questao.

A variacéo da estabilidade de genes de referéncia pode estar relacionada as
caracteristicas da populacdo do estudo, variando de acordo com as condicbes
presentes, sendo assim necessario analisar os genes enddgenos mais adequados

para cada experimento de forma singular.
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Figura 10 - Grafico apresentando a média e desvio padrdo dos valores de Ct em duplicata dos genes
de referéncia $-actina e YWHAZ.

R-actina | YWHAZ
Mean 15.81 19.32
Std. Deviation 1.276 1.610
Std. Error of Mean | 0.1427 | 0.1800
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Fonte: Préprio autor, 2025.

Por fim, como limitacbes do estudo destacamos o N amostral pequeno, a
avaliacdo dos marcadores apenas por expressdao génica, a presenca de
comorbidades na maior parte das gestantes obesas, que possuiam hipertensao ou
diabetes mellitus, sendo essas condi¢des clinicas que podem influenciar o estado
inflamatério materno. Além disso, devido a proximidade da decidua e do vilo
placentario, durante a remocao dos tecidos ha a possibilidade de contaminagao de

vilo nas amostras de decidua utilizadas para analise.
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7. CONCLUSAO

Assim, como esquematizado na figura 11, em que apresenta um fluxograma
dos processos realizados para a obtengao dos resultados, tém-se que a expressao
dos marcadores CD163 e CD206 foram significativas, enquanto que para a
avaliacdo da expressao do HLA-DRB1, a interpretagédo dos resultados é influenciada
pela escolha do gene enddgeno, apresentando-se como um fator limitante neste
estudo. Portanto, conclui-se que a obesidade materna impacta negativamente a
expressdo dos marcadores CD163 e CD206 na decidua, sendo, dentre os
parametros avaliados nesse estudo, o IMC pré-gestacional o principal determinante

deste achado.

Figura 11 - Fluxograma representando um resumo do estudo e seus principais resultados.
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ANEXOS

ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Participacio no estudo

A senhora esta sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Relagdo entre a
obesidade materna e a inflamagao placentaria na adiposidade do concepto” coordenada por
Naiara Naiana Dejani. O objetivo deste estudo ¢ investigar a relagdo entre o peso materno, a
inflamacao na placenta e o peso do recém-nascido. Caso vocé aceite participar, vocé tera que
doar uma unica vez uma amostra de 20mL de sangue que sera coletada do braco da senhora
antes do parto. Ap6és o descolamento da placenta, uma amostra do sangue do cordao,
aproximadamente 10mL, serd coletado do corddo residual na placenta e também sera
coletado amostras do tecido da placenta, aproximadamente 10g. As coletas serdo realizadas
pelos pesquisadores deste estudo. O material sera enviado para o laboratério Labimol, no
Centro de Ciéncias Médicas da UFPB, serd armazenado em geladeira por até 6 horas antes
do processamento para a separacdo das células do sangue e da parte liquida do sangue
(plasma), o plasma e as células serdo congelados e armazenados em freezer, amostras da
placenta também serdo mantidas em freezer até serem processadas e realizadas as analises de
quantificagdo de mediadores relacionados a inflamagdo e obesidade. Apos as andlises as
amostras serdo descartas. Também serd coletado o peso e a altura da senhora, usando uma
balanca digital com régua e dados do prontudrio também serdo coletados, sobre o uso de
medicacdes, idade gestacional, resultados de exames de pré-natal e dados do recém-nascido,
como peso, comprimento e perimetro cefalico. A senhora também respondera um
questionario, que levara em torno de 15 minutos, sobre o seu estilo de vida, nimero de

gestacdes, filhos e renda familiar.

Riscos e Beneficios

Com sua participagdo nesta pesquisa, a senhora estard exposta a um risco de
desconforto no momento da coleta de sangue de seu braco, que podera ficar com hematoma.
A coleta de sangue do cordao umbilical e a coleta de tecido da placenta, s6 serdo coletados
apos o descolamento da placenta e assim este procedimento ndo apresenta riscos para vocé e

seu filho (a). A placenta ¢ descartada apds o parto, faremos a coleta do sangue do cordao
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residual na placenta e do tecido da placenta quando ela ja estiver fora do corpo da senhora,
apods terminarmos a coleta, a placenta restante sera descartada no lixo hospitalar.

Durante a coleta de valores de peso, altura e aplicacdo do questiondrio aspectos
desagradaveis sobre o tipo de parto, estado civil, nimero de partos e gestagdes, renda,
escolaridade, deteccdo do valor de peso, poderdo gerar constrangimento. Durante a coleta
destes dados os pesquisadores estardo empenhados na preservacdo do constrangimento,
tratando a senhora com respeito e discrigdo, os pesquisadores serdo os Unicos a ter acesso a
esses dados e tomarao todas as providéncias necessarias para manter o sigilo.

O beneficio indireto de sua participacdo nesta pesquisa € que contribuird para que
futuramente possamos compreender melhor como a obesidade gestacional afeta o ganho de
peso ¢ a resposta inflamatdria no recém-nascido, e assim buscar possiveis intervengdes que

possam melhorar a sauide materna e do recém-nascido.

Sigilo, Anonimato e Privacidade

O material e informacdes obtidas podem ser publicados em aulas, congressos,
eventos cientificos, palestras ou periddicos cientificos, sem sua identificagdo. Os
pesquisadores se responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados, bem como a
ndo exposicao individualizada dos dados da pesquisa. Sua participacdo ¢ voluntiria e a
senhora tera a liberdade de se recusar a responder quaisquer questdes que lhe ocasionem

constrangimento de alguma natureza.

Autonomia

A senhora também podera desistir da pesquisa a qualquer momento, sem que a recusa
ou a desisténcia lhe acarrete qualquer prejuizo. E assegurada a assisténcia durante toda a
pesquisa, e garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais

sobre o estudo e suas

consequéncias. Se com a sua participagdo na pesquisa for detectado que vocé apresenta
alguma condi¢do que precise de tratamento, voce recebera orientacao da equipe de pesquisa,
de forma a receber um atendimento especializado. A senhora também podera entrar em
contato com os pesquisadores, em qualquer etapa da pesquisa, por e-mail ou telefone, a

partir dos contatos dos pesquisadores que constam no final do documento.
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Devolutiva dos resultados

Os resultados da pesquisa poderdo ser solicitados a partir de 2023, serd enviado um
e-mail para a senhora descrevendo os resultados obtidos na pesquisa. Ressalta-se que os
dados coletados nesta pesquisa somente poderdo ser utilizados para as finalidades da

presente pesquisa, sendo que para novos objetivos um novo TCLE deve ser aplicado.

Ressarcimento e Indenizacao

Lembramos que sua participagdo € voluntaria, o que significa que vocé nao podera
ser pago, de nenhuma maneira, por participar desta pesquisa. De igual forma, a participagao
na pesquisa ndo implica em gastos a vocé. Se ocorrer algum dano decorrente da sua
participagdo na pesquisa, vocé serd indenizado, conforme determina a lei.

Apos ser esclarecido sobre as informacgdes da pesquisa, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine o consentimento de participacdo em todas as paginas e no campo previsto
para o seu nome, que ¢ impresso em duas vias, sendo que uma via ficard em posse do

pesquisador responsavel e a outra via com voceé.

Consentimento de Participacao

Eu concordo em participar,

voluntariamente da pesquisa intitulada “Relacdo entre a obesidade materna e a inflamagao

placentaria na adiposidade do concepto” conforme informagdes contidas neste TCLE.

Local e data:

Impressao
datiloscopica do

participante
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Assinatura;

Pesquisador (a) responsavel: Profa. Dra. Naiara Naiana Dejani
E-mail para contato: naiaradejani@gmail.com

Telefone para contato: (16) 997969340

Assinatura do (a) pesquisador (a) responsavel:

Outros pesquisadores:

Nome: Prof. Dr. Eduardo Sérgio Soares Sousa
E-mail para contato: esergiosousa@uol.com.br
Telefone para contato: (83) 99814078

Assinatura do pesquisador :

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto por um grupo de
pessoas que estdo trabalhando para garantir que seus direitos como participante sejam
respeitados, sempre se pautando pelas Resolugdes 466/12 ¢ 510/16 do Conselho Nacional de
Satde (CNS). O CEP tem a obrigacdo de avaliar se a pesquisa foi planejada e se esta sendo
executada de forma ética. Caso vocé achar que a pesquisa ndo esta sendo realizada da forma
como vocé imaginou ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em
contato com o Contato do pesquisador responsavel ou com o Comité de Etica do Centro de
Ciéncias Médicas

Endereco:- Centro de Ciéncias Médicas, 3° andar, Sala 14, Campus I - Cidade Universitaria -
Bairro Castelo Branco CEP: 58059-900 - Jodao Pessoa-PB

Telefone: (083) 3216-7308

E-mail: comitedeetica@ccm.ufpb.br
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QUESTIONARIO

1 N° DO QUESTIONARIO: DATA: / /

2 NOME DA MAE:

3 DATA DE NASCIMENTO DA GESTANTE: / /

4 NATURALIDADE: RESIDE EM:

5 Tipo de parto: (1) Cesarea (2) Vaginal

6 Data da Gltima menstruagio:

7 Peso pré-gestacional (Kg):

8 Altura (cm):

9 IMC pré gestacional:

10 Peso atual:

11 IMC atual:

12 Idade gestacional do parto (em semanas gestacionais):

Estilo de vida:

13 Vocé fumava antes da gestacdo? (1) Sim (2) Nao

Consumo de bebida alcodlica antes da gestacdo? (1) Sim (2) Nao

Atividade Fisica. (1) Ndo (2) 1 vez na semana (3) 2 a 3 vezes na semana (4) Acima de 4 vezes na semana.

14 Total do numero de consultas durante o pré-natal:

15 Quantas vezes vocé ja engradivou?

16 Quantos filhos (nascidos vivos) vocé teve até hoje?

17 Vocé ja teve abortos?  Se sim, quantas vezes?

18 Vocé teve anteriormente natimorto? _ Se sim, quantas vezes?

19 Vocé ja teve algum filho que morreu no periodo neonatal (primeiros 28 dias de vida)?  Se sim, quantos?
20 Vocé ja teve bebé prematuro? Se sim, quantos?

21 Vocé apresentou hipertensdo arterial antes da gestagdo atual? (1) Sim (2) Nao
22 Durante a gestagdo, vocé apresentou hipertensdo arterial? (1) Sim (2) Néo

23 Antes da gestacdo, vocé apresentou diabetes mellitus? (1) Sim (2) Nao

24 O quadro de diabetes mellitus iniciou durante a gestag@o atual? (1) Sim (2) Nao

25 Vocé apresentou infec¢o urindria antes da gesta¢do atual? (1) Sim (2) Nao




59

26 Atualmente vocé apresenta infecgdo urinaria? (1) Sim (2) Nao

27 Vocé utilizou medicagdes durante a gestagdo? (1) Sim (2) Nédo. Se sim, quais?
28 Bolsa rota? Se sim, data e horario

29 Data do parto, horario do nascimento

30 Intercorréncia no parto? Qual?

31 Placenta: (1) Normal (2) Anormal

32 Peso da placenta:

33 Se nédo pesou, qual 0 motivo?

34 Peso ao nascer: Comprimento ao nascer

35 Comorbidade da paciente:




