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RESUMO

OBJETIVO: Analisar a influéncia da associacdo do polimorfismo G54D do gene
MBL2 na necessidade de tratamento complementar e ocorréncia de recém-nascidos
grandes para a idade gestacional na diabetes mellitus gestacional. SUJEITOS E
METODOS: Cento e cinco pacientes recrutadas em Joinville - Brasil foram avaliadas
no periodo de novembro de 2010 a outubro de 2012. As gestantes foram divididas
em dois grupos correspondentes a presenca (n=37) ou auséncia (n=68) do alelo
mutado. As variantes do polimorfismo G54D do gene MBL2 foram identificadas por
meio da analise de Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos de Restricdo, a
partir de segmentos génicos obtidos via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Os desfechos primarios avaliados foram parametros antropométricos (massa
corporal, a estatura e o indice de massa corporal), bioquimicos da méae(curva
glicémica com 75 gramas de glicose entre a 24 2 e 28 @ semanas de gravidez, a
glicemia de jejum no diagnostico e glicemia jejum apds o tratamento, hemoglobina
glicada apods tratamento e glicemia pds prandial) e parametros do recém-nascido
(peso ao nascer, glicemia capilar e APGAR de primeiro e quinto minuto). Também foi
avaliado a necessidade de terapia complementar a dietoterapia quando comparado
entre os dois grupos. RESULTADOS: 35,2 % das pacientes analisadas carregavam
pelo menos um alelo mutado do polimorfismo G54D. Os dois grupos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante quanto ao ganho de peso,
paridade, idade, indice de massa corporal e idade gestacional de chegada a
maternidade. Os grupos nao diferiram quanto a necessidade de tratamento
complementar a dietoterapia (16,2% vs 26, 7% ) e a presenca de recém-nascidos
grandes para a idade gestacional (24,3% vs 13, 2%) nas pacientes portadoras ou
n&o do alelo mutado, respectivamente. CONCLUSAO: Nossos dados demonstraram
que o polimorfismo G54D do gene MBL2 ndo tem associagdo sobre a necessidade
de tratamento complementar a dietoterapia e a ocorréncia de recém-nascidos

grandes para a idade gestacional na amostra estudada.

Palavras-Chaves: MBL2; polimorfismo de nucleotideo Unico; diabetes mellitus

gestacional.



ABSTRACT

AIM: To assess the association of the G54D MBL2 polymorphism with the need for
additional treatment and the presence of large for gestational age newborns in
gestational diabetes mellitus. SUBJECTS AND METHODS: One hundred and five
patients recruited in Joinville - Brazil were evaluated between November 2010 until
October 2012. Pregnant woman were divided into two groups correspondents to the
presence (n = 37) or absence (n = 68) of the mutant allele. The variants
polymorphisms of the G54D MBL2 were identified by restriction fragment lengths
polymorphic (RFLP) analysis, from gene segments obtained by Polymerase Chain
Reaction (PCR). Assessed outcomes were anthropometric and biochemical
parameters of the mother and newborn, and the necessity of additional therapy
associated with diet when compared to the two groups. RESULTS: 35.2% of the
evaluated group carried at least one mutated allele of G54D MBL2 polymorphism.
There were no statistically significant differences in weight gain, parity, age, body
mass index and gestational age of arrival maternity between the two groups. The
groups did not differ in the need for additional treatment with diet therapy (16.2% vs
26, 7%) and presence of large for gestational age neonates (24.3 vs 13%, 2%) in the
patients with the mutated allele or did not respectively. CONCLUSION: Our data
showed that G54D MBL2 polymorphism had no effect on the need for additional
treatment added to the diet therapy and the occurrence of large for gestational age

newborns in the studied population.

Keywords: MBL2, single nucleotide polymorphism; gestational diabetes mellitus.
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1 INTRODUCAO

Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) é definida como aparecimento de um
grau variavel de intolerancia a glicose, diagnosticada pela primeira vez durante a
gestacdo (ADA, 2011). Outra caracteristica marcante da DMG € a resisténcia
insulinica e a hiperinsulinemia. Existe a hipétese que a deficiéncia de MBL
(manose-binding-lectina) poderia estar envolvida no aparecimento de alguns estados
de resisténcia a insulina e contribuir para o risco poligénico do DMG (PETRY, 2010).

A MBL é uma proteina sintetizada no figado, € um componente importante do
sistema imune inato, sendo seu nivel sérico determinado geneticamente. Trés
principais alelos mutantes no exon 1 do gene da MBL afetam a quantidade desta
proteina dentro do soro estando associada a deficiéncia de MBL (KILPATRICK,
2002a; KILPATRICK, 2002b). A deficiéncia da MBL estd presente em
aproximadamente 10% da populagdo (MEGIA et al., 2004).

Vemos como primordial identificar as mulheres com DMG com maior risco
para complicacdes materno-fetais. Nos recém-nascidos (RNs) destas maes ocorre
maior probabilidade de hiperbilirrubinemia, alteracbes do metabolismo do calcio,
hipoglicemia e criancas grandes para a idade gestacional (BUCHANAN et al.,
2007). Na gestante, ocorre maior risco para pré-eclampsia, cesarianas, diabetes
mellitus tipo 2 e aparecimento de doenga cardiovascular. Nessas gestantes, as
complicacBes estdo relacionadas a resisténcia insulinica. A deficiéncia de MBL ativa
a cascata do complemento e faz a liberacdo de TNF-alfa, interleucina 1 e 6 e outras
citocinas pré-inflamatdrias, que levam a um estado de resisténcia insulinica, e sua
relacdo com desfecho desfavoravel merece atencdo (MEGIA et al., 2004; PETRY,
2010).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Testar a da associacdo do polimorfismo G54D do gene MBL2 com a
necessidade de tratamento complementar e presenca de recém-nascidos grandes

para a idade gestacional.

2.2 Objetivos Especificos

- Estimar a frequéncia alélica e genotipica da variante G54D do gene MBL2.

- Avaliar a associacdo entre a presenca da variante e a necessidade de
tratamento complementar da DMG.

- Avaliar a associacdo entre a presenca da variante e 0 nascimento de recém-

nascidos grandes para a idade gestacional.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Diabetes Mellitus gestacional

O Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) se caracteriza por uma intolerancia a
glicose que se inicia ou é detectada, pela primeira vez, durante a gestacao (ADA,
2011). O DMG representa cerca de 90% de todas as formas de manifestacdo do
diabetes na gestacédo, ocorrendo o agravamento da intolerancia a glicose com maior
frequéncia no terceiro trimestre de gestacao (SBD, 2011).

O diabetes gestacional tem sido uma morbidade muito frequente, sobretudo
diante da elevada prevaléncia de obesidade e sobrepeso anteriores a gestacédo e
também porque as mulheres estdo engravidando em idade cada vez mais avancada
(SBD, 2011).

3.1.1 Fisiopatologia do Diabetes Mellitus gestacional

A gravidez é caracterizada por resisténcia insulinica e hiperinsulinemia, que
pode predispor as gestantes a desenvolverem diabetes. A fisiopatologia do DMG é
explicada pela elevacdo de hormdnios contra reguladores da insulina, pelo estresse
fisiol6égico imposto pela gravidez, bem como pelo aumento de peso, diminuicdo de
exercicios fisicos, aumento da ingesta caldrica e de fatores predeterminantes
associados a genética individual (ADA; CASTORINO e JOVANOVIC, 2011).

O principal horménio relacionado com a resisténcia a insulina durante o
periodo de gravidez é o hormdnio lactogénico placentario. Contudo, sabe-se que
outros hormoénios hiperglicemiantes como cortisol, estrogeno, progesterona,
horménio de crescimento e prolactina, também estdo envolvidos (CASTORINO e
JOVANOVIC, 2011). Na gestante nao diabética, os horménios placentarios e
ovarianos estimulam maior secrecdo de insulina, porém ocorre alteracdo na
sensibilidade celular devido as alteracdes nos receptores de insulina (SAUDERS e
PADILHA, 2009).
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No inicio da gestacdo, os niveis elevados de estrogénio e progesterona
determinam hiperplasia das células pancreéticas, aumentando a resposta da insulina
a uma carga de glicose, compensando as alteracbes hormonais posteriores. O
objetivo deste aumento é facilitar a lipogénese e a gliconeogénese (SAUDERS e
PADILHA, 2009).

3.1.2 Aspectos epidemiolégicos

Nos Estados Unidos da América, a prevaléncia do DMG é de 7%, podendo
variar de 1% a 14% dependendo da populacdo, o que resulta em 200 mil novos
casos por ano (IADPSG, 2010).

Em estudo no Brasil, a prevaléncia de DMG entre as mulheres com mais de
20 anos de idade, atendidas em servicos de pré-natal, seguindo a recomendacao
para rastreamento da Organizacdo Mundial da Saude de 1980 ¢é de 7,6%. Sendo
que em 94% desses casos elas apresentaram apenas tolerancia diminuida a
glicose, em 6% apresentaram hiperglicemia, semelhantemente ao nivel de diabetes
na auséncia de gravidez (PADILHA et al., 2010).

Em 2008, foi publicado o estudo “Hiperglycemia and Adverse Pregnancy
Outcomes” (HAPO), que objetivou definir o valor de glicemia materna, relacionado
com eventos perinatais adversos (METZGER et al. 2008). Devido a consisténcia dos
resultados, em 2010, o “International Association of the Diabetes and Pregnancy
Study Groups” (IADPSG) definiu novos critérios diagnosticos para DMG baseados
nos resultados apresentados pelo HAPO, que foram seguidos pela “American
Diabetes Association” (ADA) e a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), no ano de
2011. Com a adocédo desses novos critérios diagndsticos, a prevaléncia de DMG
podera chegar a 18%, dependendo, entretanto, da populacédo estudada, da etnia, da
area geografica e da frequéncia do rastreamento (IADPSG, 2011; SIMMONS, et al.
2010).
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3.1.2.1 Impacto para os bebés

A hiperglicemia materna pode desencadear um aumento na producdo de
insulina pelo feto, o que resulta em um aumento da lipogénese fetal, resultando num
depdsito excessivo de gordura causando um bebé obeso(ACCIOLY, 2005).

Essas complicagcbes séo ocasionadas na maioria das vezes pela presenca de
macrossomia fetal. A macrossomia fetal € definida como recém-nascido com peso
superior a 4.000g.0 alto peso ao nascer, por sua vez, € um fator predisponente para
a resisténcia insulinica, obesidade e diabetes tipo 2, na infancia e na fase adulta.
(SILVA et al., 2009; DABELEA, 2007).

As complicacbes imediatas para o0s recém-nascidos sdo hemorragia
intracraniana, distdcia de ombro, fratura de clavicula, lesées do plexo braquial,
paralisia diafragmatica, hemorragias oculares, subdurais, céfalo-hematomas,
hepatomegalia e cardiomegalia (JOLLY et al., 2003; LANDON et al., 2011).

As alteracdes clinicas mais comuns estdo associadas a hipoglicemia, a
hiperbilirrubinemia, a hipocalcemia e a imaturidade pulmonar (SBD, 2011). A
hipoglicemia ocorre apés o parto, o bebé nao recebera mais alto nivel de glicose da
mae, mas ainda tera um alto nivel de insulina, o que provocara a queda do nivel
glicémico (SBD, 2011).

A hipocalcemia decorre de uma resposta mais lenta do paratormdénio ao
nascimento. Além de outros fatores como a hipercalcitonemia e a hipomagnesemia
que estdo envolvidos na fisiopatologia (SBD, 2011).

O aumento da glicemia materna associa-se a maior concentracdo de
hemoglobina glicada, que tem maior afinidade por oxigénio e favorece a hipdxia de
varios graus. A resposta fetal a hipéxia € o aumento na producdo de glébulos
vermelhos e, consequentemente, a poliglobulia. A pletora fetal é responsavel pela
maior ocorréncia de ictericia neonatal (ACCIOLY, 2005; LANDON et al., 2011).

A imaturidade pulmonar aparece devido a hiperinsulinemia fetal, que causa
atraso na formacao do surfactante pulmonar, levando a um risco aumentado de
sindrome de membrana hialina pulmonar em gesta¢cdes com interrupcao antes da
382 semana, comparada com fetos de mulheres ndo diabéticas (HOLLANDER et al.
2007).
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Por tudo isso, esses recém-nascidos estdo expostos a um alto risco de

morbimortalidade, onde devemos atuar.

3.1.2.2 Impacto para gestante

Como ocorre com todas as outras formas de diabetes, o DMG é resultado da
secrecao inadequada de insulina e/ou devido a resisténcia insulinica. As principais
complicacbes das mées com DMG sé&o infeccdo do trato urinario, bacteridria
assintomatica, piora de hipertensdo preexistente, pré-eclampsia, obesidade e
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (BASSO et al., 2007; SILVA et al., 2009). Em
razao da macrossomia fetal ocorre um aumento no risco de laceracdes perineais e
complicagbes no parto (parto distécico) sendo necesséria, muitas vezes, a
realizagéo de cesariana (BAPTISTE-ROBERTS et al., 2009).

Para estas méaes, ha um risco de 10% ao ano de desenvolver Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2) no futuro, variando a incidéncia conforme as caracteristicas
populacionais da paciente, localizacdo geografica, etnia e indice de massa corporal
(KAAJA e AKIRA 2005; MESTMAN, 2004). Sendo que o DM2 esta associado a altos
indices de morbidade, gerando custos diretos e indiretos significativos para o
sistema de saude, sendo caracterizada atualmente como uma epidemia global
(ADA, 2011; BAPTISTE-ROBERTS et al., 2009). Atualmente torna-se indispensavel
o planejamento da assisténcia através de uma abordagem interdisciplinar. Faz se
necessario um acompanhamento durante a gestacdo e apdés o parto, com a
finalidade de estabelecer acdes para vigilancia do estado de saude, controle

glicémico e mudancas nos habitos de vida para esta populacéo.

3.1.3 Diagndstico

A triagem universal parece ser a melhor abordagem, porque 90% das
mulheres gravidas tém fatores de risco para DMG durante a gravidez (DANILENKO-
DIXION et al., 1999).
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Em 2010, IADPSG, um grupo multicéntrico com representantes de varias
organizagfes obstétricas e  endocrinoldgicas, incluindo a ADA, recomendou
alteracdo na terminologia. Na atualidade, o diabetes diagnosticado durante a
gravidez pode ser classificado como pré-gestacional ou gestacional. O diagndéstico
de diabetes prévio pode ser feito em mulheres que satisfacam qualquer um dos
seguintes critérios na sua primeira visita pré-natal: glicemia de jejum = 126 mg/dL;
hemoglobina glicada = 6,5% a partir de um ensaio padronizado; glicemia casual =
200 mg/dL, que é posteriormente confirmada pela glicemia de jejum ou hemoglobina
glicada. J4 o diagndstico do diabetes gestacional é confirmado durante a visita de
pré-natal, nas gravidas com 24 semanas de gestacdo, quando a glicemia de jejum
for acima de 92 mg/dL e menor de 126 mg/dL (figura 1). Se a gestante apresentar
uma glicemia de jejum acima de 126 mg/dL na primeira consulta de pré-natal ela
considerada portadora de diabetes. Quando ndo houver a deteccao de diabetes ou
diabetes gestacional, no teste inicial da primeira consulta de pré-natal, 75 gramas de
glicose devem ser administradas nas gravidas, entre 24 e 28 semanas de gestacdo
para pesquisa de diabetes, segundo os parametros apresentados na tabela
1(IADPSG, 2010; ADA e SBD, 2011).

A IADPSG e a ADA tém recomendado que, na primeira consulta pré-natal
seja realizado o teste da hemoglobina glicosilada Alc, nas pacientes de risco para

DMG, ja que normalmente essas mulheres ndo estdo em jejum nessa visita.
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Figura 1.Rastreamento e diagndstico do DMG apés estudo HAPO.

1* consulta de pré-natal:
Glicemia de jejum para todas

a3 pestanies
_H""A“"'H_
- N
< ImydL 92-1 3mg/dL 2128mag/dL
Momal DMG Oven dishetes
TTOG Tigentre a 24
¢ 28" semana de
Estagio
Tabela 1. Diagnostico de DMG- segundo IADPSG-2010
IADPSG-2010
JEJUM 92 mg/dL
1 HORA 180 mg/dL
2 HORAS 153 mg/dL

* Um valor alterado confirma o diagnostico

3.1.4 Tratamento

Acredita-se que se tenha grande importancia identificar as mulheres com

Diabetes Mellitus Gestacional, visto que a terapéutica adequada e precoce pode

reduzir a morbidade materna e fetal, especialmente a macrossomia (O’SULLIVAN et

al., 1966).
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O tratamento eficaz para as mulheres com diabetes gestacional consiste em
orientagdo nutricional adequada, monitoramento intensivo da glicose, atividade fisica
e administracdo de insulina, caso a glicemia ndo seja controlada adequadamente
apenas com a dieta (LANDON et al.,, 2009). Os principais objetivos da terapia
médica sao alcancar normoglicemia, evitar a cetose e contribuir para bem-estar fetal
proporcionando ganho de peso adequado (ADA, 2011). A restricdo caldrica pode ser
atil no tratamento de mulheres com sobrepeso e obesidade com o GDM (ACOG,
2001). Também ha recomendacdes de varias escolas para a criacdo de uma equipe
multidisciplinar, composta por médicos, enfermeiros, nutricionistas, educadores
especializados em diabetes, farmacéuticos, entre outros, para o melhor controle da
doenca (METZGER et al. 2008; ADA, 2011).

Existem varios estudos clinicos randomizados e observacionais que
demonstraram nao haver qualquer efeito adverso, materno ou fetal, com a utilizacao
dos hipoglicemiantes orais quando comparado com a insulina (SILVA et al., 2007;
ACOG, 2001). Sendo que a IDF (International Diabetes Federation), desde 2009
coloca a insulina como tratamento de escolha apos a faléncia da dieta, entretanto a
glibenclamida e a metformina podem ser consideradas em algumas situagoes.
Contudo, ADA, Food and Drug Administration (FDA) e o Colégio Americano de
Obstetras e Ginecologistas ndo endossam o uso oral de hipoglicemiantes durante a
gravidez (ADA, 2011; ACOG, 2001).

Atualmente, sabe-se que, quanto mais cedo o tratamento for iniciado, melhor
serd o resultado. Portanto, faz-se necessério identificar pacientes de risco para DMG
para o inicio precoce do tratamento complementar. Alguns marcadores clinicos que
indicam a maior probabilidade de necessidade de tratamento complementar sao:
idade acima de 25 anos, presenca de glicosuria, polidramio, feto macrossémico ou
GIG (grande para idade gestacional), antecedentes familiares de diabetes, historia
pregressa de pré-diabetes, sindrome de ovarios policisticos, abortamento habitual
ou Obito fetal intra-Gtero inexplicado, sindromes hipertensivas, gemelaridades e mas
formacdes fetais, obesidade ou ganho excessivo de peso na gravidez atual, entre
outros fatores de risco (HEDDERSON et al., 2008).

3.2 Lectina de ligagcdo a manose (Mannose-binding lectin); MBL
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A proteina “mannose-binding lectin”, também denominada “mannan-binding
lectin”, € um membro da familia das “colectinas”, que, por seu termo, sdo moléculas
compostas de uma regido com sequéncia semelhante a coldgeno e um dominio
semelhante a lectina (Figura 2) (KILPATRICK, 2003). Sendo constituida por um
polipeptideo dividido em quatro dominios distintos: um dominio rico em cisteina,
seguido por um dominio de colageno, uma porcao alfa-hélice chamada de pescoco e
um dominio reconhecedor de carboidratos (WALLIS, 2002).

A sintese da MBL ocorre no figado, sendo um componente do sistema imune
inato cujos niveis séricos sdo determinados geneticamente (KILPATRICK, 2002a;
KILPATRICK, 2002b). A MBL € uma proteina soluvel colageno-like, que se liga aos
carboidratos ou a compostos acetilados presentes na superficie de microrganismos
e de células do hospedeiro.

A concentracdo da MBL no plasma de um individuo é determinada pelos dois
haplétipos herdados de seus pais. Os niveis de MBL podem variar em decorréncia
de fatores como interacdo com o meio ambiente, devido a exposicao as infeccoes,
trauma e, principalmente, em resposta a fase aguda das infec¢fes, quando os niveis
de MBL na circulacdo sanguinea podem estar aumentados em até trés vezes
guando comparados a valores fisiol6gicos normais (HANSEN et al., 2001).

Em resumo, a MBL é uma proteina de fase aguda do sistema imune,
secretada pelos hepatécitos e participa da resposta imune inata, liga-se a superficie
dos patégenos ricos em manose, agindo como opsonina e induzindo a fagocitose.
Essa proteina também pode eliminar microorganismos ativando a cascata de
complemento e induzindo a lise do patégeno (KILPATRICK, 2003; TURNER, 1996).
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Polipeptideo Subunidade

E——3 Dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD)
B Rqgizo de dobradica

B Regiso semelhante ao colageno

3 SegmentoN-terminal

Figura 2. Estrutura esquematica da proteina MBL
Fonte: Adaptado de Fuijita et al., 2004.

3.2.1 MBL naimunidade inata

7

A imunidade inata € constituida por um conglomerado de mecanismos
moleculares altamente sofisticados, sendo responsavel pela primeira linha de defesa
do organismo contra agentes invasores (MEDZHITV e JANEWAY, 2000). O sistema
de complemento representa um dos mecanismos ativadores e amplificadores do
sistema imune humoral e inato, promovendo protecdo contra microorganismos
através de mecanismos dependentes e independentes de anticorpos (PETERSEN,
THIEL e JENSENIUS, 2001).

A ativacao do sistema complemento mediada pela MBL representa a terceira
via de ativacdo do complemento, que é distinta das outras duas vias, a classica - em
condicdes fisioldgicas é ativada por complexos antigeno e anticorpo e alternativa-

nao requer anticorpo para sua ativacdo (TURNER, 2003) (figura 3).
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WiA CLASSICA V1A DASLECTINAS

A HTIGERD
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VIAALTERNATIVA E ALCA
DE AMPLIFICACAO

Figura 3. MBL e a ativacdo do sistema de complemento

Fonte: Adaptado de www.plab.ku.dk/tcbh/complementpathways.gif

A via da MBL ou via das lectinas (IKEDA et al., 1987) ativa a lectina ativadora
de manose, um membro das colectinas que reconhece carboidratos das capsulas de
bactérias, fungos e protozoéarios. A via da lectina é composta por cinco proteinas
séricas, a MBL, as Proteases séricas associadas a MBL que sdo: manose associada
a serina protease 1(MASP-1), manose associada a serina protease 2 (MASP-2) e
manose associada a serina protease 3 (MASP-3) e pequena proteina associada a
MBL (GARRED et al. 2006). A ativacdo do Sistema Complemento pela MBL
plasmatica ocorre quando a lectina se liga a residuos de oligossacarideos (Manose
e N-acetilglicosamina) presentes na superficie de varios microorganismos
(PETERSEN, THIEL e JENSENIUS, 2001).

Uma vez iniciada essa reacao em cascata, em detrimento de sua ligacdo aos

carboidratos, é desencadeada a formacdo do complexo de ataque a membrana
(MAC), que ocasiona a morte do microorganismo (MATSUSHITA et al. 1998).

As pessoas deficientes em MBL tém maior suscetibilidade a véarias doencgas
infecciosas o0 que demonstra a importancia da via da lectina na defesa do
hospedeiro. (JACK, KLEIN e TURNER 2001; JANEWAY et al., 2007).
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3.2.2 0 gene MBL2

Em muitos animais existem dois genes MBL, o MBL1 e o MBL2, que
codificam um produto funcional. No entanto, nos seres humanos o gene MBL1 (ou
MBL1P1) é um pseudogene, ndo codificando uma proteina funcional (GUO et al.,
1998; PETERSEN, THIEL e JENSENIUS, 2001). A codificacdo da MBL funcional
nos seres humanos € atribuida ao gene MBL2, que esta localizado no braco longo
do cromossomo 10 (10gl1l. 2-g21) (SASTRY et al., 1989).

Existem polimorfismos reconhecidos do gene MBL2 localizados na regiao
promotora 5’ ndo traduzida (-550G>C, -221G>C e +4C>T) que afetam a expressao
da proteina MBL. E existem alteragfes no éxon 1 (R52C, G54D e G57E) que afetam
a funcionalidade da proteina MBL. As variantes conhecidas sdo D (troca de arginina
por cisteina, rs5030737- R52C), B (troca de uma glicina por acido aspartico
rs1800450-G54D) e C (troca da glicina por acido glutamico rs1800451- G57E),
denominando-se A o tipo selvagem. Essas mutacfes ocorrem no nucleotideo 223 (C
para T), 230(G para A) e 239(G para A) do éxon 1, denominando-se D, B e C
respectivamente. Qualquer uma destas muta¢cbes (B, C ou D) é referida como O,
enquanto que o tipo selvagem é designado por A (STEFFENSEN et al., 2000;
MADSEN et al., 1995). Conjectura-se que as trés mutacfes estruturais no éxon 1
(Figura 4) causariam ruptura da regido semelhante a colageno da molécula, desta
forma impediria a montagem correta dos oligdbmeros. Todas as variantes (B, C e D)
estdo associadas a baixos niveis séricos de MBL (MADSEN et al., 1995; SUPER et
al., 1989). Estes trés alelos variantes apresentam um efeito dominante nos niveis
séricos de MBL, diminuindo os niveis funcionais de MBL em 90%. Em recém-
nascidos, a concentracdo da MBL corresponde a 60% da encontrada em adultos
(THIEL et al., 1995). A mutacgéo da variante B ocorre em de 7 a 25% nas populagdes
da europa e da asia, mas é praticamente inexistente na Africa (TURNER et al.,
2000). A variante C esta ausente entre os asiaticos e indios americanos € raro entre
0S caucasianos, mas é comumente visto em populacdes da Africa com uma
frequéncia de 50% (LIPSCOMBE et al., 1992). O alelo D ocorre com menor
freqUéncia do que os alelos B ou C e parece estar confinado a populacdo do leste
africano(GARRED,2008).
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Acredita-se que a deficiéncia da MBL na populacéo geral seja de 7 a 10%,
tratando-se de uma imunodeficiéncia muito comum (JACK, KLEIN e TURNER, 2001,
MEGIA, et al., 2004).

Regido promotora 0

Exon 0

Regldo promotora 1
S50, H/L (G>C)
=221, YA (G>C)
+4, P/Q (C>T)

Exon 1 (normal: A)

nt. 223, D (C>T, Arg52Cys)
nt. 230, B (G>A, Gly54Asp)
nt, 239, C (G>A, GlIy57Glu)

Exon 2
Regioes nio-traduzidas Exon 3
Regiio do colidgeno ¢ regiio Exon 4

rica em cisteina
Regiao do coliageno

HHE—-

Regiio do pescogo

Regiio de reconhecimento
de carboidratos

ERERT

Figura 4. Esquema da estrutura genética do gene MBL2. Estdo representadas as mutacdes
estruturais do éxon 1, dando origem aos alelos mutantes B, C ou D e as da regido promotora.
Também aparecem na figura os éxons responsaveis pela codificacdo da cada parte da molécula.
Fonte: Adaptado de DOMMETT, KLEIN e TURNER; 2006.

3.2.3 A Importancia do polimorfismo da MBL na susceptibilidade a doencas

Na literatura, existem estudos que buscam esclarecer a associacdo da
proteina MBL e sua deficiéncia a suscetibilidade a infec¢éo de diversos patdégenos, a
severidade das doencas infecciosas ou aparecimento de doengas autoimunes
(KILPATRICK, 2003;GARRED et al.,2006).
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O sistema imune inato utiliza uma diversidade de receptores que reconhecem
e induzem resposta imune contra os patdégenos.

Um exemplo tipico € o virus da hepatite, em que a molécula de MBL possui
sitios de reconhecimento para acucares como a manose e N-acetil-D-glucosamina
presentes na superficie dos virus. Sendo que ele pode levar a destruicdo do
patbgeno por meio do complexo de ataque a membrana (KILPATRICK, 2003).
Pacientes com alelos mutantes homozigotos para MBL foram identificados como
sendo mais suscetivel a doenca pneumocdcica invasiva (ROY et al. 2002). Doenca
bacteriana grave e sepse também foram mais frequentes em adultos deficientes de
MBL internados em unidade de terapia intensiva (GARRED et al., 2006).

A concentracao sérica de MBL varia significativamente, podendo ocorrer de 0
a 5.000 ng/mL em individuos saudaveis (THIEL et al. 1995). Contudo a deficiéncia
sérica da MBL esta associada a susceptibilidade a vérios tipos de infeccdo e
doencas autoimunes (GARRED et al., 2006; ROY et al., 2002). Podemos citar
exemplos como: aborto de repeticao, lupus eritematoso sistémico, artrite reumatéide
juvenil, reto colite ulcerativa inespecifica, aumento risco de trombogénese, Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), doenca Celiaca, aterosclerose mais precoce
e talvez, diabetes mellitus tipo 1, tipo 2 e diabetes gestacional tém sido relacionadas
com a o polimorfismo da MBL (BONIOTTO et al.,2005; GERGELY et al., 2009;
DAVIES et al., 1997).

3.2.4 Relacao do polimorfismo MBL com o diabetes mellitus

No diabetes ocorre um estado de inflamacgdo cronica subclinica do tecido
adiposo, muscular e do figado caracterizada pela producdo anormal de citocinas e
mediadores inflamatorios. Sendo que os polimorfismos genéticos podem influenciar
na producdo desses mediadores inflamatorios, predispondo a diferentes desordens
incluindo o diabetes (DAHER et al., 2011).

Ha dados conflitantes sobre diabetes tipo 1 e a deficiéncia de MBL. No estudo
de Araujo e colaboradores (2007), demonstrou-se que a deficiéncia de MBL esta
associada a um aumento do risco de desenvolver diabetes na infancia e

adolescéncia, resisténcia a insulina e a obesidade. Ja no estudo de Bouwman e
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colaboradores (2005) verificou-se o0 aumento sérico de MBL nos pacientes
diabéticos tipo 1. A conclusdo desse estudo foi de que o0s pacientes, que
apresentaram aumento de MBL tiveram um risco aumentado para o0
desenvolvimento do diabetes tipo 1.

Estudos como de Hovind e colaboradores (2005) e Hansen e colaboradores
(2004) demonstram que niveis mais elevados de MBL estdo associados com
complicacBes diabéticas microvasculares. Esses estudos indicaram uma associacao
entre um aumento do risco de desenvolver insuficiéncia renal e os altos niveis de
MBL em pacientes com diabetes. Os processos imunoldgicos exatos envolvendo o
papel da MBL na patogénese da nefropatia diabética ainda ndo séo claros.

A MBL desempenha o papel chave na via da lectina de ativacdo do
complemento e pode influenciar a expressao de citocinas (WANG et al., 2011).
Existem estudos demonstrando que a deficiéncia de MBL esta associada com o
estimulo de citocinas e a expressao dos receptores Toll-Like (TLRs). Os receptores
do tipo Toll-Like sdo uma familia de proteinas transmembranicas que desempenham
o papel principal no sistema imune inato, bem como na geracdo de sinais para a
producdo de proteinas e citocinas pro-inflamatérias (KAWAI e AKIRA, 2010).
Estudos com vérios TLRs demonstram que eles ativam a via de NF-Kb (fator nuclear
kappa de cadeia leve de intensificador de células B ativadas) que s@o necessarios
para a ativacdo de células T, que regulam a expressdo de varias citocinas
inflamatorias tais como a interleucina 1(IL-1), interleucina 8(IL-8), interleucina 12(IL-
12) e o TNF-a que séo diversas vias moleculares de resisténcia a insulina (KAWAI e
AKIRA, 2010). Observou-se também que a MBL pode ligar-se diretamente ao
dominio extracelular de um subtipo de TLRs o TLR4, de maneira dose dependente e
esta interacdo pode atenuar a ligacao do Lipopolissacarideo (LPS) a superficie das
células (WANG et al. 2011). O LPS elevado aumenta absorcédo de energia que se
acumula em forma de gordura, aumentando a resisténcia insulinica (CARICILLI e
SAAD, 2013).

3.2.5 Relacgao do polimorfismo MBL e Diabetes Mellitus Gestacional


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=3xL3UPWnB4m88ATx3oDoCg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtoll%2Blike%2Breceptores%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DX%26tbo%3Dd%26biw%3D1360%26bih%3D673&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Innate_immune_system&usg=ALkJrhiMO_QnZ8wGUVuWY0ukzAScqjg5nQ
http://pt.wikipedia.org/wiki/TNF-alfa
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Embora os mecanismos fisioldgicos e fisiopatolégicos associando os niveis de
MBL com DMG sejam parcialmente conhecidos, sabe-se que a MBL desempenha
um duplo papel na modificagdo da resposta inflamatéria (FRUEBIS et al., 2001).
Tanto fatores genéticos como fatores inflamatérios s&o responsaveis pela
patogénese da diabetes gestacional. A gravidez é considerada um grande fenébmeno
imunolégico porque a gravida precisa acomodar o feto como um enxerto. Com isso,
ocorrem mudancas profundas no sistema imunolégico materno. (ALUVIHARE,
KALLIKOURDIS e BETZ 2005; TROWSDALE e BETZ, 2006).

A fisiopatologia do DMG é muito semelhante & diabetes mellitus tipo 2. Na
gravidez e no periodo poés-parto pode ocorrer um aumento, significativo da
concentracdo de MBL e na atividade da via de complemento da MBL (VAN DE
GEIJIN et al. 2007).

Na gestacao ocorre resisténcia insulinica classicamente atribuida ao cortisol e
aos horménios da gravidez, porém alguns estudos recentes demonstram que Varias
citocinas inflamatérias também estdo envolvidas no processo (PETRY, 2010).

A deficiéncia de MBL ativa a cascata do complemento e faz a liberacao de
TNF- q, interleucina 1 e 6 e outras citocinas pré-inflamatérias que podem levar a um
estado de resisténcia insulinica e um processo acelerado de aterogénese (MEGIA,
et al., 2004; PETRY 2010).

No entanto, alguns estudos indicam que a diminui¢cdo da MBL pode influenciar
no aparecimento do diabetes tipo 2 e no DMG através de um efeito sobre a secrecao
de insulina, sugerindo processo inflamatoério das células B-pancreéticas (MEGIA, et
al., 2004).

Desta maneira, identificando-se os fatores de risco genético para DMG
ajudamos a encontrar 0s mecanismos subjacentes a sua fisiopatologia e, podendo
revelar novas estratégias de prevencao e metas terapéuticas. Em udltima analise, o
aumento do conhecimento sobre a genética do DMG ira ajudar a evitar

complicacBes para a mée e para a crianca (PETRY, 2010).

3.2.6 Associagcdo do Diabetes Mellitus Gestacional com outros
polimorfismos



32

7

O DMG é uma doenca heterogénea, apresenta caracteristicas genéticas
complexas e participa de multiplos locos génicos, sendo que eles podem influenciar
a producéo de varios mediadores inflamatorios e predispor ao diabetes gestacional
(VOGEL e MOTULSKI, 2000).

Existem poucas pesquisas que procuram compreender as bases genéticas do
diabetes mellitus gestacional. Recentemente Daher e colaboradores (2011), fizeram
uma extensa revisao da literatura sobre polimorfismos do gene inflamatorios e DMG.
Foram incluidos nos estudos pacientes de etnias diferentes, mas combinados com
0s controles. Avaliaram-se 13 polimorfismos diferentes, entre eles a leptina, lectina
manose-binding, receptor de produtos finais da glicagdo avancada, adiponectina,
interleucina 10 e fator de necrose tumoral dentre outros. Devido a heterogeneidade e
namero limitado de estudos sobre DMG e polimorfismos dos genes inflamatorios,
ndo foi possivel fazer nenhuma analise adicional dos dados existentes, segundo o
autor.

Outro recente estudo foi realizado com um grupo de 136 gestantes coreanas,
tendo sido avaliados os polimorfismos PPAR y? e IGF2BP2, ficando demonstrada a
correlagdo positiva com a ocorréncia do DMG, enquanto que o polimorfismo KCNQ1
nao teve correlacdo (CHON et al., 2013).

Em mais um estudo, dessa vez com gestantes diabéticas mexicanas, sugeriu-
-se que a presenca do polimorfismo do TNF-a aumenta os niveis de insulina e
aumenta também a resisténcia insulinica em mulheres com DMG (GUZMAN-
FLORES et al. 2013).

Existem muitas lacunas que ndo permitem a compreensao da etiologia do
DMG em suas diversas formas. Esta incompreensdo estimula os cientistas a

realizarem analises moleculares na procura dos genes candidados a essa doenca.

4 METODOS

4.1 Caracterizacdo da pesquisa
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Estudo de coorte prospectivo com recrutamento consecutivo de participantes
entre novembro de 2010 e outubro de 2012, na Maternidade Darcy Vargas, que €
considerada o centro de referéncia publica ao atendimento da gestante diabética em
Joinville — SC. Participaram do estudo 109 gestantes diagnosticadas com DMG

durante o acompanhamento pré-natal rotineiro.

4.2 Aspectos éticos

O estudo foi desenvolvido seguindo os requisitos contidos nas Resolucdes
196/96 e 340/04 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude, que
regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos, em particular aquelas
enquadradas na Area Tematica Especial “Genética Humana”. As participantes
mantiveram o direito de recusa a participacdo em todas as etapas da pesquisa, sem
penalidades ou prejuizos de qualquer natureza as desistentes, e foi, sempre,
garantida a privacidade de todas as informacgdes obtidas. Apés a confirmacédo do
aceite por meio da aposicéo da assinatura da paciente no Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Apéndice A), foi realizada a captagédo de dados por entrevista,
resultados de exames laboratoriais (glicemia em jejum, hemoglobina glicada, curva
glicémica) e analise do prontuario (em ficha propria e individual para cada
participante) (Apéndice B).

O banco de dados, contendo informagfes pertinentes a investigagéo, foi
utiizado somente para a elaboracdo de producdo cientifica e ficou sob-
responsabilidade da instituicdo, Universidade da Regido de Joinville - UNIVILLE, a
cargo dos pesquisadores envolvidos. A publicacdo dos resultados e conclusfes sera
realizada sem a identificacdo das participantes, mantendo-as em absoluto sigilo. As
amostras foram enviadas a analise molecular identificada por codificacdo numérica e
impessoal.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da
Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE — processo 203/2011, em nove de
agosto de 2011.
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4.3 Critérios de inclusao e exclusao

As pacientes foram selecionadas seguindo-se os critérios da Organizagdo
Mundial de Saude (IADPSG, 2010) para o diagndstico de DMG, apresentando idade
minima de 18 anos, idade gestacional entre 20 e 32 semanas, gestacdo Unica,
circunferéncia abdominal fetal entre os percentis 10% e 97% e auséncia de doencas
como doenca hipertensiva especifica da gravidez, asma entre outras que pudessem
interferir na interpretagéo dos resultados. Foram excluidas as gestantes que tiveram
perda de seguimento ou que apresentaram condi¢des clinicas, que pudessem interfir
no tratamento ou no resultado perinatal. Também foram excluidas as gestantes que

tiveram bebés com nascimento antes da 372 semana.

4.4 Desfechos primarios avaliados

Frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo G54D do gene MBL2,
necessidade de tratamento complementar e ocorréncia de RNs grandes para a

idade gestacional.

4.5 Dados maternos avaliados

Os dados maternos avaliados no estudo foram: idade, indice de massa
corporal, ganho de peso durante a gestacdo, idade gestacional no momento da
inclusdo no estudo (calculada a partir da primeira ultrassonografia realizada pela
paciente), necessidade de tratamento complementar, tipo de tratamento
(hipoglicemiante oral ou insulina), nivel glicémico materno durante o pré-natal,
hemoglobina glicosilada, idade gestacional ao término da gravidez, além de outras

intercorréncias.
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4.6 Dados dos recém-nascidos avaliados

Os dados dos recém-nascidos avaliados no estudo foram: peso ao nascer,
sendo considerados recém-nascidos grandes para a idade gestacional (peso acima
do percentil 90 em curvas de crescimento) e ou macrossomia (peso > 4000 Q)
(MARCONDES, 1989). Suspeita de hipoglicemia (glicemia capilar < 40 mg/dL),
ESCORE DE APGAR de primeiro e quinto minuto (método mais comumente
empregado para avaliar o ajuste imediato do recém-nascido a vida extrauterina,

avaliando suas condic¢des de vitalidade).

4.7 Tamanho da amostra

Sédo atendidas em média, 500 gestantes diagnosticadas com DMG por ano,
na Maternidade Darcy Vargas. A presenca da variante rara do polimorfismo G54D
do gene MBL2 na populacéo geral € estimada em, aproximadamente, 10% (MEGIA,
2004). Os outros dois desfechos primarios selecionados (ocorréncia de recém-
nascido grande para a idade gestacional e necessidade de terapia complementar)
apresentam frequéncia estimada de 30% (JOLLY, et al. 2003). Uma vez que se
estabeleceu comparar a diferenca das frequéncias de necessidade de
implementacdo de terapia complementar entre as gestantes portadoras e nao
portadoras do alelo mutado do polimorfismo G54D, entdo a frequéncia estimada
calculada é de 3% (30% x 10%). Considerando o intervalo de confianca da
prevaléncia estimada (IC) de 1,5 a 4,5%, chega-se a uma amostra de 109 (80% de

nivel de confianca).

4.8 Analise estatistica
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Inicialmente, todas as variaveis foram analisadas descritivamente. Para as
variaveis continuas (quantitativas), a analise foi realizada através do célculo de
meédias e desvios padrdo. Para as variaveis categoricas (qualitativas), calcularam-se
frequéncias absolutas e relativas.

Para a andlise da hipotese de igualdade entre as médias dos grupos foi
utilizado o teste t. Se no caso a normalidade foi rejeitada, utilizou-se o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. O teste de normalidade utilizado foi Kolmogorov-
Smirnov.

Para se testar a homogeneidade dos grupos em relacdo as proporcdes foi
utilizado o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. Ficou estabelecido nivel de

significancia menor que 0,05.

4.9 Procedimentos laboratoriais

4.9.1 Coleta da amostra de sangue

A coleta da amostra Unica de sangue periférico das gestantes foi realizada na
propria maternidade, em parceria com o Laboratério Gimenes (em anexo consta a
Declaracdo de Coparticipante do Laboratério Gimenes na presente pesquisa;
Apéndice A). Portanto, foi realizada no mesmo local e momento das coletas da
rotina de acompanhamento pré-natal dessas pacientes. Tdo somente foi necessario
o acréscimo de 1 mL de sangue, sem necessidade de uma puncdo venosa
especifica, ou seja, sem imposicao de risco adicional a gestante. O tubo contendo a
amostra e Aacido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante foi
encaminhado para o Laboratério de Biologia Molecular da Universidade da Regiao
de Joinville - UNIVILLE, onde o sangue foi processado e analisado conforme

descrito a seqguir.

4.9.2 Armazenamento das amostras
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As amostras de sangue foram mantidas em 4°C até realizacdo da etapa de
extragdo do Acido desoxirribonucléico (DNA) gendmico. No TCLE (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido) do estudo (Apéndice 1), foi solicitada
autorizacdo para armazenamento da amostra de DNA extraida por cinco anos, para
possivel utilizagdo em futuras pesquisas no mesmo campo do conhecimento. Em
atencdo a Resolucdo CNS 441/2011, declara-se que toda nova pesquisa a ser
realizada com o material armazenado sera submetida para aprovacao do CEP da
Instituicdo e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP).

4.9.3 Extracdo de DNA gendmico humano

As amostras de sangue foram submetidas a extracdo do DNA total utilizando-
se os procedimentos recomendados pelo fabricante do kit Genomic DNA Extraction
Kit (Real Biotech Corporation, Taiwan), conforme, brevemente, descrito a seguir.

Apbs centrifugacao a 3.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante (plasma) foi
descartado em solucéo desinfetante e a fracdo celular foi utilizada para a obtencao
do DNA. Em microtubo de 1,5 mL, 300 pL de sangue foram reunidos a 900 uL de
RBC Lysis Buffer, homogeneizando-se a mistura por inversdo. Incubou-se a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Apds separacdo por centrifugacao (3.000
rom / 2 min), o sobrenadante foi desprezado. O precipitado celular recebeu novo
volume (100 pL) de RBC Lysis Buffer e foi acrescido de 200 yL de GB Buffer,
seguido de homogeneizacdo vigorosa. Incubou-se a mistura até que a amostra
lisada estivesse clara. Adicionou-se 200 pL de etanol (96-100%), homogeneizando
imediatamente. O volume completo da suspenséo foi aplicado a coluna GD, seguido
de centrifugagdo a 13.000 rpm por 5 minutos. W1 buffer (400 uL) foi adicionado a
coluna GD, centrifugando-se em seguida a 13.000 rpm por 30 segundos. O filtrado
foi descartado. A coluna GD adicionou-se 600 pL de Wash Buffer, centrifugando-se

novamente por 13.000 rpm por 30 segundos. Descartou-se o filtrado e transferiu-se
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a coluna GD para microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se 200 uL de Elution Buffer pré-
aguecido a 70°C, mantendo em repouso durante 3 a 5 minutos, para completa
absorcdo do tampéo pela matriz da coluna. O DNA purificado foi coletado por
centrifugagéo a 13.000 rpm durante 30 segundos. O DNA foi quantificado e seu grau
de pureza foi avaliado via leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm em
espectrofotometro Spectrum SP-2000UV. O DNA obtido foi aliquotado e mantido a -

20°C, até subsequente genotipagem, e a -70°C (estoque de longo prazo).

4.9.4 Reacao em Cadeia da Polimerase

Um segmento do gene MBL2, correspondente ao éxon 1 e parte da regiao 5’
nao traduzida, foi amplificado via Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase

Chain Reaction; PCR), com emprego dos seguintes iniciadores (Tabela 2).

Tabela 2. Iniciadores utilizados na amplificagéo parcial do gene MBL2

Iniciador Sequéncia (5" —» 3)
Senso GAGGCTTAGACCTATGGGGCTAG
Anti-senso CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG*

Fonte: MATSUSHITA et al. (1998).

Cada tubo, contendo amostra ou controle negativo, recebeu 50 pL de solucéo,
preparada em cabine de seguranca de uso especifico, contendo 50 pmol dos
iniciadores (Tabela 2), 200 uM dNTP’s, 1,5 mM MgCl,, 1U Platinum Taq® Polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, EUA), tampéo de reacdo (Invitrogen) e &4gua grau PCR. A
termociclagem foi realizada em aparelho XP Cycler (Bioer Technology Co., Tokyo,

Japao), conforme detalhado na tabela 3.
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Tabela 3. Ciclagem Térmica

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao inicial 94 2 min
Desnaturacao 94 30 seg
Pareamento 60 45 seg | 40vezes
Extenséo 72 1 min
Extenséo final 72 10 min

Fonte: Primaria, (2013).

4.9.5 Digestdo enzimética dos produtos de amplificacao

Depois da obtencdo do segmento de interesse via PCR, o polimorfismo foi
analisado via utilizacdo de endonuclease, ou seja, por meio da analise de
Polimorfismos de Comprimentos dos Fragmentos de Restricdo (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism; RFLP). Os produtos de amplificagdo (amplicons) foram
submetidos a digestdo pela endonuclease Banl (New England Biolabs, Beverly,
EUA), com sitio de reconhecimento especifico correspondente a GYGYRCC. Para
até 15uL de “amplicons”, foi utilizado 1U da endonuclease e volume de tampéo
NEB4 (New England Biolabs) recomendado pelo fabricante. A incubacdo foi

realizada a 37°C, durante 2 horas.

4.9.6 Eletroforese e interpretacéao

Os produtos da PCR e da RFLP foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%. Em frasco Erlenmeyer de 250 ml, 1 g de agarose (Invitrogen) foi
dissolvida em 100 mL de tamp&o TBE (80 mM Tris-HCI; 113 mM Acido Borico; 2,5
mM EDTA), seguido de fervura rapida em forno de micro-ondas. ApGs resfriamento

gradual até temperatura suportavel ao toque (aproximadamente 65°C), 0,5 pg/mL de
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Brometo de Etideo foi adicionado, seguido de homogeneizacdo e resfriamento
adicional visando a polimerizagdo. O gel foi posicionado em cuba de eletroforese e
coberto com tampéo TBE.

Dez microlitros de “amplicons” ou o volume completo (20 uL) da digestao
enzimatica receberam, respectivamente, 3 ou 5 pL de tampé&o de aplicacdo (0,05%
Azul de Bromofenol 0,5% Xileno Cianol; 40% Glicerol). As amostras foram aplicadas
no gel e expostas a 100 V por 1 ou 2-3 horas, respectivamente, seguido de
exposicao a luz ultravioleta e digitalizacdo (MiniBis-Pro, DNR Bioimage SytemsLtd.,
Israel).

Trés padrbes de restricdo séo previstos. Para o genoétipo heterozigoto (A/B)
sdo esperados 3 fragmentos distintos (83, 1034 e 1117 pb); para o gendtipo
homozigoto selvagem (A/A) preveem-se 2 fragmentos (83 e 1034 pb); e para o
gendtipo homozigoto mutante (B/B) espera-se observar apenas o segmento de 1117
pb (pares de bases). A figura 5 exemplifica um subconjunto de resultados gerados

por meio da separacdo eletroforética dos fragmentos obtidos com a digestdo dos

“amplicons” pela enzima Banl.

Figura 5. Perfis eletroforéticos de um subgrupo de amostras submetidas a genotipagem do
polimorfismo G54D do gene MBL2 via RFLP. Amostras 1, 6 e 10: gendtipo A/B; 2, 3, 4,5, 7,8 e 9:
gendtipo A/A; e 11: amplicon ndo submetido a digestéo.

Fonte: Primaria, (2013).
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5.1 Resumo

OBJETIVO: Analisar a influéncia da associacdo do polimorfismo G54D do gene
MBL2 quanto a necessidade de tratamento complementar e ocorréncia de recém-
nascidos grandes, para a idade gestacional na diabetes mellitus gestacional.
SUJEITOS E METODOS: Cento e cinco pacientes recrutadas em Joinville - Brasil
foram avaliadas no periodo de novembro de 2010 a outubro de 2012. As gestantes
foram divididas em dois grupos correspondentes a presenca (n=37) ou auséncia do
alelo mutado (n=68). As variantes do polimorfismo G54D do gene MBL2 foram
identificado por meio da analise de Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos
de Restricdo (RFLP), a partir de segmentos génicos obtidos via Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). Os desfechos primarios avaliados foram parametros
antropometricos e bioquimicos da mae e do recém-nascido (RN), bem como a
necessidade de terapia complementar associado a dietoterapia quando comparado
como os dois grupos. RESULTADOS: 35,2 % das pacientes analisadas carregavam
pelo menos um alelo mutado do polimorfismo G54D. Os dois grupos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante quanto ao ganho de peso,
paridade, idade, indice de massa corporal e idade gestacional de chegada a
maternidade. Os grupos ndo diferiram quanto a necessidade de tratamento
complementar a dietoterapia (16,2% vs 26, 7%) e a presenca de recém-nascidos
grandes para a idade gestacional (24,3% vs 13, 2%) nas pacientes portadoras ou
n&o do alelo mutado, respectivamente. CONCLUSAO: Nossos dados demonstraram
gue o polimorfismo G54D do gene MBL2 nado esta associado a maior necessidade
de tratamento complementar a dietoterapia e a ocorréncia de recém-nascidos

grandes, para a idade gestacional na populacéo estudada.

Palavras-Chaves: MBL2; polimorfismo de nucleotideo Unico; diabetes mellitus

gestacional.
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5.2 Abstract

AIM: To assess the association of the G54D MBL2 polymorphism with the need for
additional treatment and the presence of large for gestational age newborns in
gestational diabetes mellitus. SUBJECTS AND METHODS: One hundred and five
patients recruited in Joinville - Brazil were evaluated between November 2010 until
October 2012. Pregnant woman were divided into two groups correspondents to the
presence (n = 37) or absence (n = 68) of the mutant allele. The variants
polymorphisms of the G54D MBL2 were identified by restriction fragment lengths
polymorphic (RFLP) analysis, from gene segments obtained by Polymerase Chain
Reaction (PCR). Assessed outcomes were anthropometric and biochemical
parameters of the mother and newborn, and the necessity of additional therapy
associated with diet when compared to the two groups. RESULTS: 35.2% of the
evaluated group carried at least one mutated allele of G54D MBL2 polymorphism.
There were no statistically significant differences in weight gain, parity, age, body
mass index and gestational age of arrival maternity between the two groups. The
groups did not differ in the need for additional treatment with diet therapy (16.2% vs
26, 7%) and presence of large for gestational age neonates (24.3 vs 13%, 2%) in the
patients with the mutated allele or did not respectively. CONCLUSION: Our data
showed that G54D MBL2 polymorphism had no effect on the need for additional
treatment added to the diet therapy and the occurrence of large for gestational age

newborns in the studied population.

Keywords: MBL2, single nucleotide polymorphism; gestational diabetes mellitus.



5.3 Introducgao

O Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) é conceituado como o aparecimento
de um grau variavel de intolerancia a glicose diagnosticada pela primeira vez
durante a gestacdo e que pode ou nao persistir apés o parto (1,2). Ocorre em 7%
das gestacoes, podendo variar de 1% a 18% dependendo da populagdo estudada
(3,4).

DMG € um distarbio heterogéneo no quais varios fatores genéticos e
ambientais podem estar envolvidos. Duas caracteristicas marcantes na gravidez sao
a hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina, que podem predispor a mulher ao
desenvolvimento do DMG. No diabetes tem-se um estado de inflamag&o cronica
subclinica no tecido adiposo, musculos e figado, caracterizados pela producéo
anormal de citocinas e mediadores pro-inflamatorios (5-7).

A proteina Lectina de Ligacdo a Manose (MBL) tem capacidade de ativar a
cascata do complemento e estimular a fagocitose. Adicionalmente, a MBL também
inibe a liberacédo de fator de necrose tumoral alfa (TNF- a). Entdo, a deficiéncia de
MBL favorece uma resposta inflamatéria prolongada e sustentada, favorecendo a
atividade do TNF-a e outras citocinas pro-inflamatorias como as interleucinas IL-1f3,
IL-6, IL-8 e IL-12 que, por sua vez, participam das vias moleculares de resisténcia a
insulina (8-10).

A MBL é uma proteina sintetizada no figado, considerada um componente
importante do Sistema Imune Inato, cujo nivel sérico é determinado geneticamente
(11). S&o conhecidos 3 alelos mutantes principais no éxon 1 do gene MBL2
associados a deficiéncia de MBL e implicados na reducdo da funcionalidade da
proteina: R52C, G54D e G57E(11,12).

No presente estudo, trabalhamos com a hipotese de que a deficiéncia de MBL
poderia estar envolvida no aparecimento de algum grau de resisténcia a insulina.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar a prevaléncia do polimorfismo
G54D do gene MBL2 nas gestantes apresentando DMG. Avaliamos também a
relacdo dos genotipos com parametros antropomeétricos da mée e do recém-nascido

(RN), assim como a necessidade de terapia complementar.
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5.4 Materiais e Métodos

5.4.1 Sujeitos e variaveis clinico-laboratoriais

Estudo de coorte prospectivo com recrutamento consecutivo de participantes
entre novembro de 2010 a outubro de 2012, na Maternidade Darcy Vargas (MDV)
em Joinville — SC. Participaram do estudo, gestantes diagnosticadas com DMG
conforme os critérios da Organizacao Mundial de Saude (1,3).

Dividiram-se as gestantes em dois subgrupos correspondentes, um com a
presenca alelo selvagem e outro com a presenca do alelo mutado. As gestantes
apresentavam idade minima de 18 anos, idade gestacional entre 20 e 32 semanas
(calculada a partir da primeira ultrassonografia realizada pela paciente) e gestacao
Unica. Na primeira consulta de pré-natal foi verificado a massa corporal, a estatura e
o Indice de Massa Corporal (IMC). Considerou-se sobrepeso, resultados obtidos
acima de 25 kg/cmz? até 29,9 kg/cm2 e obesidade igual ou acima de 30 kg/cmz2. Foi
verificado o ganho de peso durante a gestacdo, necessidade de tratamento
complementar, tipo de tratamento (hipoglicemiante oral ou insulina), auséncia de
outras patologias interferentes, como Doenca Hipertensiva Especifica da Gravidez
(DHEG). Foram excluidas 3 gestantes que tiveram DHEG e uma que teve aborto
hidroépico.

Em todas as gestantes apds o jejum de 8 a 12 horas, foram coletadas as
amostras de sangue em veia antecubital. As varidveis avaliadas foram as glicemias
da curva glicémica com 75 gramas de glicose entre a 24 @ e 28 2 semanas de
gravidez no diagnostico, e a glicemia de jejum, pos-prandial e hemoglobina glicada
(HbAlc) durante o tratamento. As mensuracdes das glicemias foram realizadas
através do método de quimica seca no aparelho Vitros Fusion 5.1. Foi coletado 1 mL
de sangue, no mesmo local, e no mesmo momento das coletas da rotina de
acompanhamento pré-natal destas pacientes, sem necessidade de uma puncao

venosa especifica. O sangue foi encaminhado para o Laboratério de Biologia
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Molecular da Universidade da Regiao de Joinville - UNIVILLE, onde foi processado e
analisado para a pesquisa do polimorfismo da MBL.

Os dados dos recém-nascidos avaliados foram: peso ao nhascer, sendo
considerados recém-nascidos grandes, para a idade gestacional (peso acima do
percentil 90 em curvas de crescimento) e ou macrossomia (peso > 4000 g) (13).
Suspeita de hipoglicemia (glicemia capilar < 40 mg/dL), APGAR de primeiro e
APGAR de quinto minuto.

Todas as gestantes foram acompanhadas no ambulatério do servigo de alto
risco da MDV, pela mesma equipe multidisciplinar, composta por: médicos,
nutricionista, enfermeiras e fisioterapeuta. As gestantes consentiram a participacédo
por meio de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido especifico.
A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade da
Regi&o de Joinville (UNIVILLE) - processo 203/2011.

O tamanho da amostra foi calculado estimando que na Maternidade Darcy
Vargas sejam atendidas, em média, 500 gestantes diagnosticadas com DMG por
ano. A presenca da deficiéncia da MBL na populacdo geral é estimada em,
aproximadamente, 10% (10). Os outros dois desfechos priméarios selecionados
(ocorréncia de recém-nascido grande para a idade gestacional e necessidade de
terapia complementar) apresentam frequéncia estimada de 30% (14). Uma vez que
se estabeleceu comparar a diferenca das frequéncias de necessidade de
implementacdo de terapia complementar entre as gestantes portadoras e nao
portadoras do alelo mutado do polimorfismo G54D, entdo a frequéncia estimada
calculada é de 3% (30% x 10%). Considerando o intervalo de confianca da
prevaléncia estimada (IC) de 1,5 a 4,5%, chega-se a uma amostra de 109 (80% de

nivel de confianca).

5.4.2 Anélises genotipicas

As amostras de sangue periférico (300 pL) foram submetidas a extracdo do
DNA gendmico utilizando-se os procedimentos recomendados pelo fabricante do kit

Genomic DNA Extraction Kit (Real Biotech Corporation, Taiwan).
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Um segmento do gene MBL2, correspondente ao éxon 1 e parte da regiao 5’
nao traduzida, foi amplificado via Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com
emprego dos iniciadores GAGGCTTAGACCTATGGGGCTAG e
CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG (15). As reacbes (50 pL) foram preparadas em
cabine de uso especifico e continham 50 - 500 ng DNA, 200 uM dNTP’s, 1,5 mM
MgCl,, 1 U Platinum Taq® DNA Polimerase (Invitrogen, EUA), tamp&o de reacéo
(Invitrogen), 50 pmol iniciadores e agua grau PCR. A termociclagem foi conduzida
no aparelho XP Cycler (Bioer Technology Co., Japao), segundo .

Os produtos gerados na PCR (amplicons) foram submetidos a digestao pela
endonuclease Banl (New England Biolabs, EUA), com sitio de reconhecimento
especifico correspondente a GGYRCC, a 37°C durante 2 horas, conforme
recomendacdes do fabricante. Os padrfes de restricdo obtidos foram verificados por
meio de eletroforese (100V/2h) em gel de agarose a 1%, contendo 0,5 pg/mL de
brometo de etideo, e foto documentado sob luz ultravioleta (MiniBis-Pro, DNR Bio-
Imaging Systems Ltda., Israel). Sao previstos 3 padrbes de restricdo para o
genotipo heterozigoto (A/B) sdo esperados trés fragmentos distintos (83, 1034 e
1117 pb- pares de base), para o genétipo homozigoto selvagem (A/A) preveem-se
dois fragmentos (83 e 1034 pb) e para o gendtipo homozigoto mutante (B/B) espera-
se observar apenas o segmento de 1117 pb.

5.4.3 Analises estatisticas

Inicialmente, todas as variaveis foram analisadas descritivamente. Para as
variaveis continuas (quantitativas), a analise foi realizada através do célculo de
médias e desvios padrao. Para as variaveis categoricas (qualitativas), calcularam-se
frequéncias absolutas e relativas.

Para a andlise da hip6tese de igualdade entre as médias dos grupos foi
utilizado o teste t. Se a normalidade foi rejeitada, utilizou-se o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney. O teste de normalidade utilizado foi Kolmogorov-Smirnov.

Para se testar a homogeneidade dos grupos em relacdo as proporcdes foi
utilizado o teste qui-quadrado. Ficou estabelecido nivel de significancia menor que
0,05.
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Os calculos estatisticos foram realizados utilizando-se o software SPSS
versao 11.0.

5.5 RESULTADOS

O polimorfismo G54D no éxon 1 do gene MBL2 foi investigado em um grupo
de 109 pacientes com DMG. Foram excluidas trés gestantes que desenvolveram
doenca hipertensiva especifica da gravidez (DHEG) e uma que teve aborto
hidropico, resultando em 105 pacientes efetivamente consideradas no presente
estudo. As gestantes foram divididas em dois subgrupos correspondentes a
presenca (n=37) ou auséncia (n=68) do alelo mutado.

O perfil epidemiolégico dos subgrupos foi comparado quanto ao ganho de
peso, paridade, idade, IMC e idade gestacional de chegada a maternidade, néao
sendo observadas diferencas estatisticamente significantes (Tabela 1). No tocante a
antropometria e a composi¢cdo corporal das gestantes, identificou-se excesso de
peso na maioria da populacdo estudada. No subgrupo das pacientes portadoras do
gendtipo selvagem, 63,2% apresentavam sobrepeso, com um IMC médio de
26,5kg/m2, enquanto 62,2% das pacientes portadoras do alelo mutado
apresentavam sobrepeso, com um IMC médio de 26,3kg/m2.

Das 105 mulheres com DMG em que as variantes do polimorfismo G54D do
gene MBL2 foram estudadas, 37 (35,2%) apresentavam ao menos um alelo mutado,
sendo que quatro (3,8%) apresentavam o genétipo AA e 33 (31,4%) apresentavam o
gendtipo AG. Portanto, o gendtipo GG (64,8%) e o alelo G (79,5%) mostraram-se 0s
mais prevalentes na populagéo estudada.

De forma equivalente ndo foram encontradas diferencas significantes quanto
aos resultados laboratoriais de glicemia em jejum no diagndéstico, glicemia duas
horas ap6s curva glicémica com 75 gramas de glicose e hemoglobina glicosilada
Alc, assim como glicemias de jejum e po6s prandial com tratamento, conforme
apresentado na tabela 2.

Houve necessidade de tratamento complementar com metformina para 13

(35,1%) pacientes que apresentavam o alelo mutado do polimorfismo G54D e para
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20 (29,4%) das pacientes com o0 gendtipo selvagem (p=0,537). A terapéutica com
metformina né&o foi suficiente, sendo realizada complementagéo com insulinoterapia
em 8 (11,8%) das gestantes que estavam no grupo do gendtipo selvagem e 5

(13,5%) no grupo com o alelo mutado (p= 0,475).

Os RNs das mées que apresentavam o alelo mutado do polimorfismo G54D
geraram infantes mais pesados, porém sem alcancar significancia estatistica (Tabela
3). Verificou-se a presenca de RN grandes para a idade gestacional (GIG) em nove
(24,3%) das pacientes no grupo dispondo o alelo raro e apenas 13 (13,2%) no outro

grupo.

Tabela 1: Perfil Epidemioldgico da Populacéo (Médias e Desvios Padréo)

Gene MBL2 G54D G54D P
selvagem (GG) mutado (AG+AA)
n=68 n=37
Idade (anos) 30,6 (6,2) 30,6 (6,0) 0,830*
Idade gestacional (semanas) 28,1 (5,6) 26,1 (6,0) 0,373t
Gestacdes (numero) 2,8 (1,9 2,5(,5) 0,849t
IMCt (kg/m2) 26,5 (5,2) 26,2 (3,3) 0,520*
Ganho peso (kg) 11,3 (6,3) 10,4 (9,1) 0,923*

* teste T Student, T teste de Mann-Whitney, tindice de massa corporal.
Fonte: Primaria, (2013)
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Tabela 2: Resultados de parametros clinico-laboratoriais de acompanhamento do Diabetes Mellitus Gestacional

(Médias e Desvios padrao)

Gene MBL2 G54D G54D P
selvagem(GG) mutado (AG+AA)
n=68 n=37
Glicemia jejum no diagnoéstico 87,6 mg/dL (12,4) 85,36 mg/dL  (10,7) 0,156*
Glicemia 2 h ap6s GTT no 155,36 mg/dL (17,2) 154,66 mg/dL  (12,3) 0,968*
diagnosticot
Glicemia jejum com tratamento 85,86 mg/dL (8,9) 85,96 mg/dL (8,6) 0,239*
Glicemia p6s prandial com 114,96 mg/dL (15,2) 114,46 mg/dL (13,7) 0,488*
tratamento
HbA1ct 5,4% (0,3) 5,6% (0,5) 0,748*
Trat. somente dieta8 40 20 0,482 ||
Trat. dieta e med. 28 17 0,482 ||

*teste T Student, tGlicemia 2 horas apds curva glicémica com 75 g de glicose, $Hemoglobina glicada,
8tratamento somente com dieta, ||teste Qui-quadrado, ftratamento com dieta e medicacao.

Fonte: Priméria, (2013).

Tabela 3: Caracteristicas do Recém-nascido

Gene MBL2 G54D selvagem (GG)
[n (%)]
68(64,8)

PIG 4(5,9)

AIG 55 (80,9)

GIG 9(13,2)

Apgar 1 7,7(1,9)

Apgar 2 8,9(1,5)

G54D mutado (AG+AA)
[n (%]
37(35,2)
2 (5,4)
26 (70,3)
9 (24,3)
8,6 (0,6)

9,3(0,5)

0,212*
0,216*
0,149*
0,326t

0,940%

* teste Qui-quadrado, 1 Teste de Mann-Whitney, PIG pequeno para idade gestacional, AIG adequado

para idade gestacional, GIG grande para idade gestacional.

Fonte: Priméria, (2013).

5.6 DISCUSSAO
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O DMG é uma doenca complexa, sendo razoavel acreditar na existéncia de
varios mediadores para a sua ocorréncia. Nos RNs das maes que desenvolveram
DMG ha maior probabilidade de macrossomia fetal, sendo este um fator
predisponente a resisténcia insulinica, obesidade e diabetes tipo 2 na infancia e no
adulto (16, 17). Para essas maes, ha um risco de 10% ao ano de desenvolver
diabetes tipo 2 no futuro (1).

A identificacdo de variantes genéticas que influenciam o DMG € um foco
importante de pesquisas na atualidade com vistas a melhorar o entendimento dos
mecanismos subjacentes a patogénese desta desordem. A mutacdo G54D do gene
MBL2 estd associada a uma diminui¢cao dos niveis de MBL (18).

O primeiro relato sobre o risco aumentado para o desenvolvimento de DMG
associado a uma mutacdo no gene MBL2 foi realizado por Megia e colaboradores
em 2004 (10). A mutacdo no cédon 54 do éxon 1 é considerada a mutagdo mais
frequente do gene MBL2. A presenca de ao menos um alelo mutado do polimorfismo
G54D foi observada em 30% da populacdo na maioria dos grupos étnicos avaliados
(19, 20). Em nosso estudo, 35,2% das pacientes analisadas carregavam o alelo
mutado do polimorfismo G54D, enquanto 43,8% das gestantes diabéticas
apresentavam o mesmo alelo no grupo de espanholas estudado por Megia e
colaboradores (2004).

Na analise do peso das gestantes com DMG, observou-se que a maioria das
pacientes de ambos os subgrupos apresentavam excesso de peso. E reconhecido
gue a obesidade constitui um fator de risco significativo para o desenvolvimento de
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) apés o parto (21, 22). A identificacdo da alta
frequéncia (62,7%) de sobrepeso € de suma importancia, pois as mulheres com
DMG, avaliadas no presente estudo, encontram-se sob elevado risco de desenvolver
DM2 ap6s a gestagdo. Tal fato indica um aspecto a ser considerado no
planejamento da assisténcia durante e ap0s a gestacéo, o que também foi apontado
por outros autores, constituindo fator de risco modificavel passivel de intervencao e
prevengao quanto a ocorréncia de DM2 apos DMG (23-25).

Ha estudos que demonstraram que a presenca do alelo mutado esta
associada a deficiéncia de MBL, ocorréncia que favorece o desenvolvimento de
diabetes gestacional mais severo (10,26). No estudo de Megia e colaboradores

(2004), as gestantes portadoras do alelo mutado necessitaram mais de insulina em
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seu tratamento complementar a dietoterapia, o que ndo foi observado em nossa
populacdo estudada. No estudo de Megia o critério diagndstico utilizado para DMG
foi ADA 2002, diferente deste estudo que utilizou os critérios IADPSG 2010. O ponto
de corte mais baixo proposto no IADPSG 2010 pode justificar esta diferenca.

Os resultados do nosso estudo demonstraram que o polimorfismo ndo esteve
significantemente associado aos parametros do RN, inclusive peso ao nascimento e
ocorréncia de RN classificado como GIG. Enquanto alguns autores encontraram
uma relacdo com aumento do risco para o parto prematuro e peso reduzido ao
nascimento quando as pacientes apresentavam o alelo mutado do polimorfismo
G54D (26), outros autores, como Megia e colaboradores, demonstraram uma
associacdo com maior peso ao nascimento (10).

Considerando os resultados aqui apresentados fazem-se necessarios estudos
adicionais para investigar a associacao e o impacto do polimorfismo G54D do gene
MBL2 em relacdo a DMG, visto que o numero limitado de sujeitos alocados pode
justificar a auséncia de diferencas entre 0os subgrupos) . A exclusdo dos casos com
DHEG e outras doencas que pudessem interferir no peso do RN podem estar
relacionados ao nosso resultado.

A conclusao do estudo foi que 35,2% das pacientes carregavam pelo menos
um alelo da variante G54D do gene MBL2. Os dados dessa pesquisa sugerem que a
presenca do polimorfismo da MBL2 pode nao estar associada com a necessidade de
tratamento complementar a dietoterapia e presenca de recém-nascidos grandes
para a idade gestacional na populacdo estudada. N&o foram avaliadas as
caracteristicas étnicas da populacéo.

Os autores declaram ndo haver conflitos de interesse cientifico nesse estudo.
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6 CONCLUSOES

No estudo realizado 35,2% das pacientes carregavam pelo menos um alelo
da variante G54D do gene MBL2.

De acordo com essa pesquisa os dados sugerem que a presenca do
polimorfismo da MBL2 pode ndo estar associada com a necessidade de tratamento
complementar a dietoterapia e presenca de recém-nascidos grandes, para a idade

gestacional na populacéo estudada.
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8 APENDICES

APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Diabete da gravidez é uma doenca caracterizada pelo aumento do aclcar no sangue e
pode trazer complicagdes a salude da mé&e e do bebé. Para a mée pode aumentar o risco de
elevacdo anormal da pressdo sanguinea, entre outras complicacdes. Para o bebé, o diabete pode
aumentar seu peso, dificultando o parto normal, além de problemas de adaptacdo de respiracao
apés o parto, obesidade na infancia, diabetes mellitus no futuro adulto, e até mesmo a
possibilidade de morte do bebé ainda dentro do Utero. Todas estas alteragbes podem ocorrer
principalmente quando o tratamento indicado néo € realizado.

Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa que sera realizada na Universidade
da Regido de Joinville — UNIVILLE e na Maternidade Darcy Vargas, que se intitula “Impacto do
polimorfismo (G54D) do gene MBL2 no diabetes gestacional”, mediante conhecimento da sua
proposta, riscos e beneficios. Esta pesquisa sera realizada pela médica e aluna do programa de
Mestrado em Saude e Meio Ambiente, Rejane Baggenstoss, orientada pelo Professor Dr. Jean Carl
Silva.

Este estudo tem como objetivos:

- calcular a quantidade do polimorfismo “G54D” do gene MBL2 em gestantes com diagnostico
ja confirmado de diabete gestacional. O polimorfismo “G54D” é uma variante genética, ou seja, uma
alteracao no material hereditario (genético) ocasionada por uma mutacéo.

- verificar se as pacientes diabéticas que apresentam esse polimorfismo necessitam de mais
tratamento complementar e se os recém-nascidos dessas maes sao maiores do que a normalidade.

Nesta pesquisa somente seré investigada a variante “G54D” do gene MBL2. Adicionalmente,
pedimos sua autorizagdo para armazenamento de seus dados e amostra de DNA por 5 anos, para a
investigacdo de outras regides do seu genoma (conjunto de informa¢des genéticas individuais) no
futuro. De qualquer forma, nenhuma outra pesquisa sera realizada sem que vocé seja contatado,
informado e dé seu consentimento por escrito. Além disso, este material somente sera utilizado se o
novo projeto for aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e pela CONEP (Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa), quando for o caso.

Todos os resultados, dados pessoais e demais informagdes coletadas serdo rigorosamente
mantidos em sigilo e todas as participantes serdo mantidas sob anonimato em quaisquer divulgacfes

desta pesquisa. Ndo sera permitido o acesso de pessoas ndo autorizadas as amostras e aos
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resultados. E garantido seu direito de ser informada quanto ao resultado da pesquisa, se assim
desejar. Em caso de quaisquer davidas relativas a pesquisa, vocé podera contatar os responsaveis
(vide contatos ao final do documento) antes, durante ou apés a concluséo do estudo.

Os resultados a serem gerados nesta pesquisa ainda serdo considerados insuficientes para
aplicacdo imediata como um critério de diagnostico ou tratamento, necessitando de validacéo
(comprovacgdo) futura. Justamente por essa razdo, ndo serd realizado aconselhamento genético
guanto a investigagdo da variante “G54D”.

Nao havera compensacéo (pagamento) financeira pela sua participacdo ou ressarcimento de
despesas, uma vez que a coleta de sangue seré realizada durante uma visita de acompanhamento
médico rotineiro. Nenhum procedimento da pesquisa trara custos a vocé ou ao sistema de saude.

Vocé nado sera prejudicada de forma alguma, caso decida pela nao participacdo ou
desisténcia a qualquer momento. Vocé pode livremente recusar-se a participar ou retirar o seu
consentimento (autorizagdo) durante o andamento das atividades do estudo. Vocé também tem o
direito de pedir que seus dados genéticos ou sua amostra sejam destruidos a qualquer momento. A
participacdo em qualquer pesquisa é voluntéaria.

Portanto, sera necesséria sua autoriza¢do para:

a) obtencdo de dados pessoais, por meio de entrevista e coleta de informagdes no prontuario
médico, como idade, data da ultima menstruacado, idade gestacional, nimero de gestagfes prévias,
histéria de diabetes na familia, peso inicial e final na gravidez, altura, fatores de risco para pré-
eclampsia, como foi feito o diagnéstico de diabete gestacional, circunferéncia abdominal do feto, qual
0 tratamento que vocé usou durante a gravidez, como foram suas glicemias, exame de hemoglobina
glicada, se teve alguma problema durante a gravidez, peso do seu filho e se necessitou de internacdo
em UTI e por quanto tempo.

b) coleta e uso de uma amostra de sangue. A coleta da Unica amostra de sangue sera
realizada na préopria Maternidade, pelo pessoal técnico do Laboratério Gimenes, portanto no mesmo
local e momento da coleta de sua rotina de acompanhamento pré-natal. Sera tdo somente necessario
1 mL adicional de sangue, sem necessidade de uma coleta extra, ou seja, sem aumento de risco
adicional a gestante. A amostra serd encaminhada para o Laboratério Salide | da UNIVILLE, onde
serd processada e analisada. Os riscos e a ocorréncia de dor, inchaco ou infeccao no local da coleta
séo considerados minimos e s&@o 0s inerentes a propria coleta de sangue. Vocé tem direito a buscar
indenizacdo em caso de danos ou prejuizos relativos a pesquisa, sempre que julgar necessério. E se
ocorrer esta situacdo a responsabilidade de custas fica por conta da pesquisadora Rejane
Baggenstoss.

Atencdo: Sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de
davidas quanto aos seus direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da UNIVILLE.
Enderego: Campus Universitario, s/n — Bairro Bom Retiro. Caixa Postal 246. CEP: 89219-905,
Joinville, SC. FONE do Comité de ética em pesquisa da Univille 34619235.

Declaragcdo de Consentimento:
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Eu, (nome da paciente), apés ter

lido (ou terem lido para mim) e compreendido este termo, tenho consciéncia de que ndo havera
remuneracdo de qualquer natureza e que poderei cancelar meu consentimento a qualquer momento.
Autorizo o armazenamento de minha amostra de DNA para pesquisas futuras, desde que seja
informado sobre os objetivos, riscos e beneficios destas novas pesquisas. Uma coépia deste
documento sera entregue a mim e outra permanecera arquivada com 0s responsaveis pela pesquisa.
Uma vez que meus questionamentos foram satisfeitos, autorizo livriemente minha participacdo na

pesquisa “Impacto do polimorfismo G54D do gene MBL2 no diabetes gestacional”.

Assinatura do Participante Assinatura da Pesquisadora Responsavel

Data:  /__ /

Responsaveis pela pesquisa:

Aluna Mestranda (Pesquisadora Responsavel): Rejane Baggenstoss
Professor Orientador: Prof. Dr. Jean Carl Silva

Professor Coorientador: Prof. Dr. Paulo Henrique Condeixa de Franca.

Instituicdo: Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE

Contatos:

Telefones:
Instituicdo (Laboratério de Saude | da UNIVILLE): (47) 34619197
Rejane Baggenstoss: (47) 91925580

E-mail: rejane@icedjoinville.com.br



APENDICE B - Ficha de coleta

Ficha de coleta

Nome: Idade:

DUM;__ | | IG/DUM: incluséo Gesta:
Historia mérbida familiar de diabetes sim () ndo( )

Peso pré-gest:_ Estatura:_ IMC pré-gest:  Pesofinal:___ G peso total
FR para DHEG: () DHEG prévia () Hist familiar de DHEG

Diag. DMG: GJ:_ G2hs 75g___ USG 1° Circunf. Abd. fetal

TTO utilizado: () Glibenclamida dose__ () Metformina dose

() Troca/TTO p/ Insulina: Dose final:___

G média em jejum:__ G média pés-prandial: _ HBA1C (3T)
Sindrome hipertensiva () (DHEG / hipert transit)

Patologias associadas e outras intercorréncias

PartoData_ / /  Tipo: () PN () CS

IG___ s Peso; g () AIG () PIG () GIG.

o

Apgar: 1° e 5°  minuto Morfologia: () Alterado:

() internacdo em UTI dias causa

() Outras

EXCLUIDA: () motivo: () Intol droga () CA fetal (>97) () CA fetal <5) () desejo da paciente
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APENDICE C — Regulamento para implantacdo e funcionamento de banco de

amostras de DNA de portadoras de diabetes gestacional

Considerando as exigéncias dispostas no item 2 da Resolucdo 347 do Conselho Nacional de Saude,

de 13 de janeiro de 2005, determina-se que:

1. As responsabilidades pela guarda e pela autorizacdo do uso do material armazenado ficam

reservadas aos investigadores Rejane Baggenstoss e Paulo Henrique Condeixa de Franca.
2. Os mecanismos que garantem o sigilo e a confidencialidade de cada espécime envolvem:
2.1. Codificagcéo das amostras colhidas na Maternidade Darcy Vargas.

2.2. Confeccao e utilizagdo de dois arquivos independentes. O primeiro arquivo relaciona os dados
pessoais com 0 nUumero de registro atribuido a amostra da gestante na pesquisa. O segundo
confronta os dados epidemiolégicos, terapéuticos e resultados analiticos (bioquimica e genotipagem)

com a codificagdo da amostra no banco.

2.2.1. O acesso aos arquivos contendo as informagdes pessoais dos sujeitos da pesquisa €
restringido por senha. O conhecimento da senha é limitado, por questdes éticas, aos investigadores

Rejane Baggenstoss e Paulo Henrique Condeixa de Franca.

3. A possibilidade de contato com as gestantes para fornecimento de informacdes de seu interesse é
assegurada através de registro e conservacdo de dados que permitam sua localizagcdo (enderego

residencial, telefone) em arquivo, conforme descrito no item 2.2.1.

Joinville, 22 de junho de 2011.

Rejane Baggenstoss Paulo Henrigue Condeixa de Franca



