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RESUMO

LEPORE, C.S. Estudo de alteracdes moleculares no gene da Glucoquinase
(GCK) associado ao diagnostico de diabetes do adulto de inicio no jovem
(Maturity Onset Diabetes of the Young - MODY) em gestantes e neonatos. 2016.
104 f. Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Introducédo: Diabetes Mellitus € a alteracdo metabdlica mais comum na gestacéo,
com prevaléncia varidvel de acordo com a populacdo e métodos diagndsticos.
Diabetes monogenética ou Diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity-Onset
Diabetes of the Young - MODY) consiste em um subtipo ocasionado por defeito
primario na secrecdo de insulina determinado por heranga autossdémica dominante,
sendo responsavel por aproximadamente 1 a 2% dos casos. O diagnostico genético
de gestantes e neonatos acometidos pode propiciar manejo especifico,

possibilitando melhor prognaostico evolutivo da doenca em curto e longo prazo.

Objetivos: Analisar alteracdes moleculares do gene GCK em gestantes com

diagndstico de Diabetes Mellitus e seus neonatos.

Metodologia: Estudo transversal, com amostragem consecutiva, sendo incluidas
gestantes diabéticas em seguimento no Ambulatério de Endocrinopatias em
Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo, no periodo de agosto de 2013 a dezembro de 2015.
Amostras sanguineas maternas e de corddo umbilical foram colhidas no momento
do parto e enviadas para extracdo de DNA e reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

para identificacdo de alteracdes moleculares no gene GCK.

Resultados: Foram encontrados duas mutacdes que geraram dois polimorfismos no
gene da glucoquinase, respectivamente em 13 e em sete pacientes; e uma mutagao
deletéria que cursou com diagnostico de MODY GCK em dois pacientes (uma
amostra materna e uma de neonato), totalizando alteracbes em 10,6% dos
pacientes. Este diagndstico permitird intervencbes profilaticas e terapéuticas,

interferindo beneficamente na evolugao natural da doenca.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, MODY, gestacao, polimorfismo genético.
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ABSTRACT

LEPORE, C. S. Study of molecular changes in the Glucokinase gene (GCK)
associate with the diagnosis of Maturity Onset Diabetes of the Young ( MODY)
in pregnant women and newborns. 2016. 104 p. Dissertation (Master's degree) -
Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto 2016.

Introduction: Diabetes mellitus is the most common metabolic disorder in
pregnancy, with prevalence varying according to the population and diagnostic
methods. Monogenetic diabetes or Maturity - Onset Diabetes of the Young (MODY)
consists of a subtype caused by primary defect in insulin secretion, which is
determined by autosomal dominant inheritance and it is responsible for
approximately 1-2 % of cases. Genetic diagnosis of affected pregnant women and
newborns can provide specific management enabling better evolutionary prognosis
of the disease in short and long term.

Objectives: To analyze the molecular changes in the GCK gene in pregnant women

diagnosed with Diabetes Mellitus and their neonates.

Methods: Cross-sectional study with consecutive sampling, that included diabetic
pregnant women in follow-up at the Clinical Hospital of the Ribeirdo Preto Medical
School, University of Sdo Paulo, from August 2014 to December 2015. Maternal and
umbilical cord blood samples was collected at time of delivery and sent for DNA
extraction and polymerase chain reaction (PCR) to identify molecular changes in the
GCK gene.

Results: We found mutations that generated two different polymorphisms in the
glucokinase gene, one in 13 patients, and the other in seven patients; and a
deleterious mutation that was diagnosed with MODY GCK in two patients (a maternal
sample and in a neonate), resulting in change in 10,6% of the patients. This
diagnosis will determine prophylactic and therapeutic interventions interfering
beneficially in the natural evolution of the disease.

Keywords: Diabetes Mellitus, MODY, pregnancy, genetic polymorphism, MODY
GCK.
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1 Introducao

1.1 Diabete Mellitus
1.1.1 Conceito

O Diabete Mellitus (DM) consiste em uma sindrome metabdlica cronica,
caracterizada pela hiperglicemia como sintoma principal. Esta hiperglicemia é
decorrente da deficiéncia insulinica que pode ser proveniente da producdo e
secrecao insuficientes de insulina devido a alteragdes e/ou destruicao das células B
pancreaticas; e da resisténcia a insulina ao nivel dos musculos esqueléticos, figado
e tecido adiposo (1).

DM né&o é uma entidade Unica e sim um grupo heterogéneo de disturbios, nos
quais existem distintos modelos genéticos, bem como outros mecanismos

etiologicos e fisiopatolégicos que induzem a reducao da tolerancia a glicose (2).
1.1.2 Classificagao

A primeira classificacdo para o Diabetes mellitus foi publicada por Priscilla
White em 1949, categorizando essa patologia nas classes A, B, C,D,E,F,R,He T,
de acordo com a severidade da doenca, idade de inicio, duracdo, necessidade de
uso de insulina e presenca ou auséncia de doencas vasculares decorrentes do
Diabetes. Esta classificacdo ainda € extensamente utilizada para predizer
complicacBes durante a gravidez e é considerada como um sistema etiolégico e
prognaostico (3).

National Diabetes Data Group (1979) sugeriu a classificacdo clinica baseada
no tipo de Diabetes, considerando trés grupos: Diabetes mellitus insulina-
dependente ou Tipo |; Diabetes mellitus ndo insulina-dependente ou Tipo Il; e
Diabetes mellitus gestacional, que € diagnosticado durante a gestacdo. Essa
classificacdo foi, em 1980, recomendada pelo World Health Organization Expert
Committee on Diabetes Mellitus, sendo incluido na mesma o grupo de intolerancia a
glicose. Essa classificagdo pretendeu estabelecer uma estrutura uniforme para a

pesquisa clinica e epidemiologica (4) .
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American Diabetes Association (ADA), em 1999, reestruturou a classificagéao e
0os critérios diagndsticos para o Diabetes, enfatizando a etiologia do mesmo.
Posteriormente, a ADA (2005) ratificou essa classificacdo e reconheceu dois
estagios intermediarios da doenca, sendo chamados de pré-Diabetes,
caracterizados pela intolerancia a glicose e intolerancia em jejum a glicose (Tabela
1) () (6).

O Diabetes Mellitus tipo 1 consiste em um disturbio metabdlico causado pelo
dano decorrente do sistema autoimune nas células B pancreaticas das ilhotas de
Langerhans; tornando a secre¢do de insulina insuficiente com necessidade de
administracdo exdgena de insulina para corre¢cdo dos niveis glicémicos. Pode ser
dividida em uma fase pré-clinica em que as células 8 do pancreas sofrem destruicao
gradual por ataque autoimune mediado pelo Antigeno Leucocitario Humano (HLA),
marcadores autoimunes Acido Glutamico Descarboxilase-65 (GAD65), Anticorpo de
células da ilhota (ICA512) e Anticorpo Antiinsulina (IAA) e por outros fatores
genéticos, bem como pelo meio ambiente; e uma fase clinica sintomatica em que os
pacientes apresentam poliluria, polidipsia, polifagia, cetonuria e perda de peso (1).

Sua patologia ocorre por predisposicdo genética e fatores ambientais que
induzem a processo autoimune contra as ilhotas pancreaticas em que auto
anticorpos séo produzidos contra um ou varios antigenos, determinando a
progressdo da doenca. Acredita-se que a resposta imune contra as células 3 ocorra
por fases: agravo ambiental, ativacdo de células T, diferenciacdo de células T e
destruicdo das células B através de uma resposta inflamatodria (insulite) (1). Os
fatores ambientais consistem principalmente em virus (coxsackie, rubéola,
citomegalovirus) que induzem a formacao de auto anticorpos (2).

As pacientes portadoras de DM tipo 1 geralmente necessitam de
insulinoterapia em altas doses para correcdo do metabolismo alterado. Entretanto,
pode ocorrer uma fase denominada “periodo de lua-de-mel” em que as células 3
pancreaticas ainda mantém funcdo exdcrina parcial, com secrec¢do de insulina em

pequenas doses (2).
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Tabela 1: Classificacdo etiologica do Diabetes Mellitus (modificado de ADA, 2005;
ADA, 2009) [5; 6].

|. Diabetes tipo 1 (destruigdo da célula B, conduzindo geralmente a deficiéncia absoluta de insulina)
A.
B.

Imuno mediado
Idiopético

Il. Diabetes tipo 2 (pode variar desde predominantemente devido a resisténcia a insulina com
deficiéncia relativa de insulina a um defeito predominantemente secretor com resisténcia de insulina)
Il. Outros tipos especificos

A.

w

Defeitos genéticos de funcéo da célula [
- Cromossomo 12, HNF-1a (MODY -3)
- Cromossomo 7, glucoquinase (MODY - 2)
- Cromossomo 20, HNF-4a (MODY - 1)
-DNA mitocondrial
- outros
Defeitos genéticos na ac¢éo da insulina
- Insulino —resisténcia tipo A
- Leprechaunismo
- Sindrome de Rabson — Mendenhall
- Diabete lipoatrofica
- outros
Doencas do pancreas exocrino
- pancreatite
-trauma/ panceatectomia
- neoplasia
-fibrose cistica
- hemocromatose
- pancreatopatia fibrocalculosa
Endocrinopatias
- acromegalia
- doenca de Cushing
- glucagonoma
- feocromocitoma
- hipertireoidismo
- somastotinoma
- aldosteronoma
Drogas ou quimico induzido
- &cido nicotinico
- glicocorticoides
- hormonio tireoidiano
- agonistas B-adrenérgicos
Infeccdo
- Rubéola congénita
-ciomegalovirus
Incomuns formas de Diabetes imuno mediado
-citomegalovirus
Outras sindromes genéticas algumas vezes associadas ao Diabetes
-Sindrome de Down
-Sindrome de Klinefelter
- Sindrome de Turner

IV. Diabetes Mellitus gestacional
V. Diabetes Mellitus Neonatal

20



O Diabetes Latente Autoimune do Adulto (LADA) pode ser considerado um
subtipo do DM tipo 1 e pode ser classificado em pacientes acima de 30 anos de
idade, positivo em pelo menos 1 dos auto-anticorpos : anticorto anti-ilhota, anticorpo
anti-Gad (descarboxilase do acido glutdmico), autoantigeno 2 do insulinoma e
anticorpos anti-insulina) presentes no DM tipo | e auséncia de necessidade de
insulinoterapia nos primeiros 6 meses apos o diagnostico (7).

Ja no Diabetes mellitus tipo 2 as pacientes mantém a capacidade de
secrecdo endodgena de insulina, entretanto seus niveis encontram-se abaixo dos
niveis de glicemia circulante, associado a resisténcia periférica a insulina. O uso de
insulina nestas pacientes pode ser necessario para o controle glicémico adequado
(8).

As pacientes obesas com DM tipo 2 apresentam o quadro de hiperglicemia
em decorréncia de resisténcia a insulina em receptores de células de musculos
esqueléticos associada a aceleracdo da producdo de glicose hepatica e decréscimo
na producédo de insulina induzida por glicose. A permanéncia de quadro crénico de
hiperglicemia e hiperlipidemia desencadeiam efeitos de glicotoxicidade e
lipotoxicidade sobre as células 3, gerando descompensacéo progressiva (7).

DM 2 é considerada uma doenca poligénica que € agravada por fatores
ambientais como falta de atividade fisica e dieta hipercaldrica-lipidica. Apresenta um
componente genético importante e complexo, porém sem predominio de defeito
anico identificado (6).

Intoler&ncia a glicose refere-se a estagio metabdlico intermediario entre a
homeostase normal da glicose e o diabete, sendo o diagnéstico realizado através de
valores de glicemia de jejum entre 100 e 125 mg/dL e valores de glicemia maiores
gue 140 e menores que 200 mg/dL apds 2 horas de sobrecarga de 75g de glicose.
Este ponto escolhido representa o nivel acima do qual a fase aguda da secrecao de
insulina em resposta a injecdo intravenosa de glicose ndo ocorre de maneira
adequada, sendo relacionada a um risco progressivamente maior de
desenvolvimento de complicagdes micro e macrovasculares (9).

Muitos individuos com intolerancia a glicose mantém-se euglicémicos nas
suas vidas diarias, apresentando niveis perto da normalidade de hemoglobina
glicada. Nestes casos, a hiperglicemia é observada somente apds a carga de glicose

durante a prova de tolerancia a glicose (8).
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A Intolerancia a glicose fora do periodo gestacional representa um fator de
risco para o desenvolvimento futuro de Diabetes Mellitus e doenca cardiovascular,
estando relacionada a Sindrome Metabdlica. Sendo esta constituida por: resisténcia
a insulina, hiperinsulinemia compensadora para manter a homeostase da glicose,
obesidade, dislipidemia e hipertenséo (8).

Diabetes mellitus gestacional (DMG) é definido como intolerancia a glicose,
de gravidade variavel, que aparece ou é primeiramente diagnosticada durante a
gravidez (6). Sua fisiopatologia consiste em aumento progressivo de resisténcia a
insulina durante a gestacdo (10). Este é decorrente ao efeito antagdnico do
horménio lactogénio-placentario produzido em niveis elevados, efeito anti-insulinico
ocasionado pelo cortisol, estriol e progesterona produzidos pela placenta; e pelo
aumento no catabolismo da insulina na placenta e rins (11).

Na maior parte dos pacientes o controle pode ser feito somente com dieta,

mas uma minoria dos pacientes necessita de tratamento medicamentoso (10).

Os fatores de risco para DMG mais habitualmente considerados séo (10),
(12), (13):
e Idade superior a 35 anos;
e Antecedentes obstétricos de Diabetes gestacional, macrossomia, morte fetal
ou neonatal, abortos de repeticdo, malformacdes fetais;
e Historia familiar de Diabetes com parentesco em 1° grau;
e Obesidade (indice de massa corporal maior que 25 Kg/m?) ou ganho
excessivo de peso na gravidez atual;
e Deposicédo central de gordura corporal;
e Sindrome do ovario policistico e outras patologias que levam ao
hiperinsulinismo;
e Sindrome hipertensiva na gravidez atual, crescimento fetal excessivo e
polidramnio;
e Uso de medicamentos hiperglicemiantes.
Entre os testes diagndsticos, o considerado padrdo-ouro € o teste oral de
tolerdncia com 100 gramas de glicose. Este teste € realizado sob condigbes muito

estritas: durante os trés dias que precedem o teste a paciente deve ter uma ingesta
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pelo menos de 150 gramas de carboidratos por dia e, entre oito e 14 horas antes
que o teste seja executado, ela ndo pode comer ou beber, a exce¢do de dgua. Nao
€ permitido fumar durante as 12 horas que precedem o teste. Antes da medida da
glicemia de jejum, a paciente deve descansar por 30 minutos. Apds a primeira
medida, a paciente ingere 100 gramas de solucéo de glicose, finalizando a ingestéao
dentro do prazo de cinco minutos. Uma, duas e trés horas apdés o término do
consumo da solucéo de glicose, sédo realizadas coletas de amostras sanguineas
para a dosagem de glicemia. Durante este periodo, ndo € permitido a paciente fumar
ou caminhar. Os valores referenciais para esse teste foram originalmente descritos
por O'Sullivan e Mahan em 1964 (14).

Atualmente, a American Diabetes Association (15) recomenda que o
rastreamento de DM seja iniciado na primeira consulta de pré-natal. Deve ser
considerado o diagndstico de diabetes pré-gestacional (do inglés Overt Diabetes)
nas gestantes com menos de 24 semanas de idade gestacional que apresentam
indice de massa corporal (IMC) maior que 25 Kg/m?, associado a outros fatores de
risco (rastreamento clinico positivo) e alteracdo laboratorial do metabolismo de
carboidratos, sendo esta expressa por:

. Glicemia de jejum maior que 126 mg %; OU

. Glicemia ao acaso maior ou igual a 200 mg% associado a sintomas
sugestivos de Diabetes Mellitus (confirmado por glicemia de jejum ou hemoglobina
glicosilada alteradas); ou

. Hemoglobina glicosilada maior ou igual a 6,5%.

Pacientes com idade gestacional menor que 24 semanas que apresentarem
rastreamento clinico negativo, porém glicemia de jejum maior que 92 mg%, devem
ser consideradas com diagnéstico de DMG. Ainda de acordo com estas
recomendacdes, a partir de 24 semanas de idade gestacional, a confirmacao
diagnoéstica passa a ser realizada através do teste oral de tolerancia com sobrecarga
de 75 gramas de glicose e dosagem em trés momentos, sendo considerado teste
positivo se um ou mais pontos estiverem alterados. Os valores serdo considerados
alterados se forem maiores ou iguais a 92 mg% na glicemia de jejum, 180 e 153
mg%, uma e duas horas ap0s sobrecarga de glicose, respectivamente (Figura 1).

Ressalta-se que aproximadamente 10% das pacientes diagnosticadas com

DMG serédo reclassificadas como portadoras de DM tipo 2 no periodo puerperal,
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sendo de suma importancia a realizagdo de testes diagnosticos neste momento para

adequado orientacdo terapéutica em longo prazo.

[ Qualquer idade gestacional }

\ 4 * \ 4
4 N N ( Giz126mg%hou )
GJ<92mg% E
GJ=292 mg% E HbA1c 2 6,5% OU
HbA1c <6,5% E
i i GJ <126 mg% 2h GTT 2 200 mg% OU
Glicemia acaso < 200 mg% Gli . > 200 %
\ / \ / \ ICemia acaso 2 mgy
v v v
( TOTG 75 g [ 1 ( )
DMG Overt Diabetes
24 a 28 semanas L ) )

[ Gestacao 2 24 semanas }

v
[ TOTG 75 g: GJ 2 92 mg%, 1 H > 180 mg%, 2 H 2 153 mg% }

1 ou mais pontos alterados

Figura 1: Rastreamento e diagnéstico de Diabetes Mellitus durante a gestacao
(adaptado de International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups
Consensus Panel. International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups
recommendations on the diagnosis and classification of hyperglycemia in pregnancy.
Diabetes Care 2010; 33:676) [14]

IMC: indice de Massa Corporal, GJ: glicemia de jejum, HbAlc: hemoglobina glicosilada,
TOTG: Teste oral de tolerancia a glicose

1.2 Diabete Mellitus e gestacéao

1.2.1 Epidemiologia

A disglicemia & a alteragcdo metabdlica mais comum na gestacdo. A
prevaléncia de disglicemia durante a gravidez pode ser de até 13%, correspondendo
a 0,1% de diabetes tipo 1 (DM1), 2 a 3% de diabetes tipo 2 (DM2) e 12 a 13 de
diabetes gestacional (DMG), dependendo dos critérios diagndsticos utilizados e da
populacao estudada (16).

De acordo com a Federacgao Internacional de Diabetes, na idade entre 20 a

79 anos, 11,9 milhdes de individuos apresentam diabetes no Brasil; e conforme os
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critérios da Associacao Internacional de Grupos de Estudo em Diabetes e Gravidez
(IADPSG), a prevaléncia de DMG é de 18,0% (17).

1.2.2 Progndstico materno, fetal e neonatal

Varias sdo as consequéncias e complicacbes maternas e perinatais
decorrentes do Diabetes Mellitus, que, quando descompensado com hiperglicemia,
principalmente na dosagem de jejum, estd associado com aumento do risco de Obito
fetal. Essa patologia eleva o risco de aborto espontaneo, malformacdes fetais e
prematuridade. O Diabetes Mellitus, em qualquer nivel de compensacdo esta
associado ao aumento do risco de macrossomia fetal. A hiperglicemia materna
determina a hiperglicemia e a hiperinsulinemia fetais, resultando no crescimento
anormal do feto (13).

Hipoglicemia, ictericia, desconforto respiratorio, policitemia e hipocalcemia
sdo possiveis complicacdes neonatais associadas ao diabetes. A hiperinsulinemia
fetal atrasa a maturidade pulmonar fetal, pois inibe a producdo de fosfolipidios,
favorecendo a sindrome de angustia respiratdria do recém-nascido. A hiperglicemia
materna aumenta os niveis de hemoglobina glicosilada, que tem uma alta afinidade
ao oxigénio, diminuindo a oferta do mesmo ao feto, com consequente hipOxia
intrauterina. A presenca de anormalidades placentarias também contribui para a
instalacdo de hipdxia. As respostas fetais a hip6xia incluem, entre outras, a
eritropoiese aumentada, resultando na poliglobulia (12).

As principais complicagfes clinicas maternas do diabetes s&o: hipoglicemia,
piora de retinopatia pré-existente, nefropatia, cetoacidose diabética, infec¢ao urinaria
recorrente, trabalho de parto pré-termo e polidramnio. O Diabetes esta relacionado
ao aumento do risco de sindromes hipertensivas, tocotraumatismos e necessidade
de resolucéo da gestacao por cesarea (12).

ApOs a gestacgao indice, as mulheres que apresentaram DMG possuem risco

elevado de desenvolvimento de Diabetes, principalmente Tipo 2 (16).

25



1.2.3 Manejo

O manejo do Diabetes mellitus durante a gestacao € direcionado no sentido
de supervisionar e controlar o metabolismo glicémico, evitando-se a hiperglicemia,
que esta correlacionada ao aumento dos riscos maternos e perinatais.

O acompanhamento pré-natal da gestante diabética deve ser realizado com
equipe multidisciplinar que contenha meédicos, psicologos, nutricionistas, educador
fisico, equipe de enfermagem e assistente social (12).

Todas as pacientes devem receber aconselhamento nutricional especializado
e individualizado, determinando-se uma dieta com adequado aporte cal6rico e de
nutrientes, que dependera do IMC, frequéncia e intensidade de exercicios fisicos,
padrdo de crescimento fetal e ganho de peso materno. Na pratica clinica, para as
mulheres que apresentam IMC pré-gestacional abaixo del8,5 kg/m?, a prescricdo de
ingestéo caldrica pode ser até 40 kcal/kg/dia; para as mulheres com IMC entre 18,5
e 24,9 kg/m? o aporte energético deve ser 30 kcal/lkg/dia; para as gestantes que
estdo acima do peso ideal, a oferta caldrica € 22 a 25 kcal kg dia; para as pacientes
obesas morbidas a prescricdo deve ser de 12 a 14 kcal/kg/dia. O objetivo € manter
ganho de peso em torno de 300 a 400 gramas por semana a partir do segundo
trimestre da gravidez e normalizacdo da glicemia. A dieta deve ser planejada e
distribuida ao longo do dia, sendo fracionada em trés refeicbes grandes e trés
pequenas (18).

Recomenda-se a realizacdo de atividade fisica de baixo impacto,
considerando o efeito benéfico de reducdo da resisténcia a insulina, o qual facilita a
utilizacao periférica de glicose com consequente melhora do controle glicémico.
Deve ser praticado diariamente por pelo menos 30 minutos, que podem ser
divididos em trés sessdes de dez minutos cada, realizadas de preferéncia apos as
refeicbes desde que nado haja contraindicacdes a sua pratica, como ocorre nos
casos de DM tipo 1 com vasculopatia (12).

O controle glicémico deve ser realizado em todas as consultas de pré-natal
atraves de pelo menos uma glicemia de jejum e duas glicemias pés-prandiais; e em
regime domiciliar a partir do uso de insulinoterapia. Os valores glicémicos

considerados adequados sao: jejum menor que 95 mg/dL, pré-prandial menor que
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100 mg/dL, uma hora pés-prandial menor que 140 mg/dl, e duas horas pds-prandial
menor que 120 mg/dL (12).

Apés uma a duas semanas de dieta, se 0s niveis glicémicos permanecerem
acima dos preconizados em mais de 30% dos valores avaliados, recomenda-se
iniciar o tratamento farmacoldgico ou ajustado, nos casos do uso prévio. E nas
pacientes que apresentarem niveis superiores a 200mg/dL deve ser avaliada a
internacdo para controle das glicemias.

As insulinas constituem o tratamento de escolha para as pacientes portadoras
de disglicemia durante a gestacdao, podendo ser usadas doses subcutaneas das
formulacbes de acdo longa, intermediéria, rapida ou ultrarrdpida. Gestantes com
diagnéstico de DMG, cujo controle ndo foi atingido apenas com adequacdes nos
habitos de vida e dietéticos, habitualmente necessitam de uma dose inicial diaria 0,5
a 1,0 U/Kg de peso, dependendo do periodo da gestacdo. Por sua vez, pacientes
com DM tipo 2 apresentardo necessidade de dose inicial variando de 0,7 a 1,0
unidade/kg de peso (12).

As consultas devem englobar toda a rotina pré-natal basica e orientacdes
proprias do periodo gestacional, com énfase nos cuidados com o diabetes. Os
intervalos dependerdo do controle glicémico e existéncia e progressao de
complicagbes maternas e fetais.

Exame ultrassonografico devera ser realizado a cada trimestre, com o0s
seguintes propositos: verificacdo de viabilidade e datacdo da gestacdo no primeiro
trimestre, ultrassonografia morfolégica complementada pela ecocardiografia fetal
para a avaliagcdo das quatro camaras cardiacas no segundo trimestre, e avaliagéo
de crescimento e o bem-estar fetal no terceiro trimestre (12).

Nas pacientes com controle glicémico inadequado e nas portadoras de outras
morbidades, os testes para avaliacdo de bem-estar fetal devem ser antecipados e
realizados em intervalos menores de tempo.

O controle glicémico, presenca ou ndo de comorbidades, repercussoes fetais
e apresentacdo do Diabete Mellitus vado orientar a melhor idade gestacional para
interrupcdo da gestacao, sendo a via de parto habitualmente determinada de acordo
com as condi¢cOes obstétricas. A monitorizacéo glicémica deve ser realizada a cada

hora durante todo o trabalho de parto, com objetivo de manter os niveis entre 70 e
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120 mg/dl. Em casos de descontrole metabdlico, € preciso fazer uso intravenoso de
glicose e/ou insulina em forma de infus@o continua endovenosa (12).

Em gestantes com diabetes pré-gestacional, as necessidades de insulina
caem abruptamente apos o parto, devendo a dose diaria ser ajustada nos dias
subsequentes.

O retorno ou continuagdo do uso de agentes antidiabéticos orais, como
metformina e glibenclamida, imediatamente apds o parto em pacientes com DM2
pré-existente pode ser considerado. As pacientes portadoras de diabetes pré-

gestacional devem ser encaminhadas para seus locais originais de tratamento.

1.3 Diabete da Maturidade Com Inicio No Jovem (MODY)

1.3.1 Caracterizacao

Diabetes monogenética ou MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young)
consiste em um subtipo do Diabetes Mellitus caracterizado por inicio entre as idades
de 9 a 25 anos ocasionado por defeito primario na secrecao de insulina, ocorrendo
transmissdo por heranga autossomica dominante (AD).

Consiste em um grupo heterogéneo de desordens monogenéticas
responsavel por aproximadamente 1 a 2% dos pacientes com DM (19).

Atualmente, sdo conhecidos dez defeitos genéticos responsaveis pelo
desenvolvimento de MODY, todos caracterizados clinicamente por alteragdo na
funcdo da célula B, sendo que em MODY HNF1A e MODY HNF1B observa-se a
associacao de resisténcia a insulina (20).

Os genes acometidos sdo 0s responsaveis pela expressdo de: fatores
nucleares do hepatécito-4a, -1a e -1p (HNF-4a, HNF -1a e HNF -18), glucoquinase,
fator promotor de insulina 1a (IPF-1a) e Fator 1 de diferenciagdo neurogénica
(NEURODL). Cinco proteinas codificadas por esses genes séo fatores de transcri¢cdo
presentes no nucleo da célula B, com excegdo apenas da glucoquinase, que é
expressa no pancreas exocrino e no figado (21).

A glucoquinase consiste em uma chave enzimatica reguladora das células 3
pancreaticas, que catalisa a fosforilagdo da glicose em glicose-6-fosfato, passo

importante na producdo de energia, sintese de ATP e secrecdo de insulina. As
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mutacdes identificadas na glucoquinase séo responsaveis por um fenoétipo diabético
leve com alteragdo na sensibilidade da célula 3 a glicose e na secregao de insulina
(21).

Os fatores de transcricdo sdo um grupo heterogéneo de proteinas, sendo
cada um vinculado a uma sequéncia especifica de DNA. HNFs, IPF1a e NEUROD1
expressam genes responsaveis pela producdo de proteinas, ciclo de Krebs,
transportadores de glicose e secrecdo de insulina. Como estédo presentes em Varios
orgaos, apresentam ainda manifestacdes extra pancreaticas como desenvolvimento
anormal uterino e renal (podendo variar entre agenesia, transtornos cisticos e
tubulopatia), além de anormalidades lipidicas como concentracdo sérica diminuida
de triglicérides, apolipoproteina All, apolipoproteina Clll e Lp(a) lipoproteina (20).

A apresentacdo é heterogénea e depende especificamente da mutacao,
sendo o diagnoéstico geralmente feito durante a infancia, adolescéncia, e
especialmente nos defeitos da glucocinase, durante a gestacao (20).

As caracteristicas clinicas e classificacdo de Diabetes Mellitus tipo MODY de

acordo com o defeito genético estdo expressas na tabela 2 (20).

1.3.2 Prevaléncia

Estima-se que MODY seja responsavel por 1-5% de todos os casos de DM
diagnosticados antes dos 45 anos(4,18, 21, 25), e dentre as formas de MODY, tipo 1
pode variar de 3 a 5%, o tipo 3 de 20 a 70% ; e o tipo 2 pode variar de 14 a 50% (no
Brasil, 19%, [26]), (20) (22).

Entre as pacientes DMG, a prevaléncia de GCK-MODY; é de 1% (23).

Ressalta-se que os dados de prevaléncia sdo escassos na literatura ja que
testes de rastreamento ndo sdo aplicados a todos os pacientes diabéticos e que
11% dos pacientes com Diabetes monogenética possuem a sua etiologia genética

nao identificada (19).
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Tabela 2: Classificacéo etiologica do Diabetes mellitus tipo MODY (modificado de Colom C, Corcoy R, 2010 (19).

Classificacéo

Gene acometido

Frequéncia entre

Idade de diagnéstico

Manifestacdes

Tratamento usual

ComplicacBes

MODY adicionais microvasculares
MODY 1 HNF- 4a 3 Adulto jovem | triglicérides Dieta — Sulfoniuréias Frequentes
— Insulina
MODY 2 Glucocinase 14 Neonatos/adolescentes | triglicérides Dieta e atividade Raras
fisica
Insulina durante
gestagéo
MODY 3 HNF -1a 69 Adolescentes | excregéao renal de Dieta — Sulfoniuréias Frequentes
glicose (SU) — Insulina
1 HDL colesterol
MODY 4 Gene homeobox 1 <1 -neonatos (homozigoto) Agenesia renal Insulina Poucos dados
pancreatico e -adultos jovens Hipoglicemiantes orais
duodenal (PDX 1) (heterozigotos)
MODY 5 HNF - 1B 3 Neonatos/adolescentes Doenca renal Hipoglicemiantes orais Poucos dados
Anomalias genitais e Insulina
Atrofia pancreética e
disfuncdo exdgena
Disfung&o pancreética
e biliar
MODY 6 NEUROD 1 Extremamente Adulto jovem Insulina Poucos dados
raro
MODY 7 Kruppel-like fator 11 Extremamente Adulto jovem Poucos dados Poucos dados
(KLF11) raro
MODY 8 Enzima carboxil Familias Adulto jovem Poucos dados Poucos dados
Ester lipase(CEL) thailandesas
MODY 9 Gene pareado Box Extremamente Adulto jovem Poucos dados Poucos dados
4 (PAX 4) raro
MODY 10 Gene insulinico Extremamente Dados raros Poucos dados Poucos dados
(INS) raro
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1.3.3 Diagnéstico

O diagnostico € realizado através de analise genética, a partir do sequenciamento
de genes, sendo usado amplamente em alguns paises como no Reino Unido em que o
teste apresentou sensibilidade superior a 99% em detectar uma substituicdo de bases
heterozigota (19).

Entretanto, como a realizacdo de analise genética de todos os pacientes com DM é
dispendiosa, os protocolos clinicos sugerem a realizacdo criteriosa, restringindo a
indicacao da realizacdo desta avaliacdo apenas em individuos com apresentacdo do DM
antes dos 25 anos, forte antecedente familiar e controle glicémico sem o uso de insulina.
Outras situacBes especiais consideradas como indicacdo dos testes genéticos sao
pacientes jovens diagnosticados com DM1 com evidéncias de manter producédo enddgena
de insulina evidenciada por dosagem de peptideo C, ndo apresentando cetoacidose na
auséncia da prescricdo de insulina. Além de pacientes com diagnéstico prévio de DM 2
gue ndo apresentam sinais de resisténcia periférica a insulina (acantose nigricans,

obesidade central, hipertenséo e dislipidemia) (18).

[ Diabetes Mellitus diagnosticado antes dos 45 anos |

2

Uso de insulina dentro de 3 meses do diagnostico,
cetoacidose diabética ou presencga de anticorpos contra as células

- Diagnéstico em idade inferior a 30 anos

- Auséncia de resisténcia a insulina [ Provavel Diabetes Mellitus tipo 1 }(
- =2 geragbes com diabetes de apresentagao precoce J’

|
m Sim fora do “periodo de lua-de-mel

[ Provavel Diabetes Mellitus tipo 2 ]

v
[ Considerar teste genético para Diabetes Mellitus tipo MODY }

Figura 2: Algoritmo de rastreamento de DM tipo MODY (adaptado de Thanabalasingham
G; Owen KR, 2011) (18).
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1.3.4 Manejo e progndstico

No MODY GCK, as mutacdes no gene da glucoquinase causam um defeito na
transducdo do sinal de glicose para as células B com redugdo de sua atividade,
resultando em hiperglicemia leve e crénica com leve alteragdo nos niveis de glicemia em
jejum e da hemoglobina glicosilada, com boa resposta a dieta e atividade fisica. Em
consequéncia do adequado controle metabdlico, as lesbes microvasculares séo raras. Por
outro lado, se associado a outros fatores de risco como obesidade, o processo para
desenvolvimento de DM 2 ocorre superposto ao defeito na glucoquinase; impondo-se
nesse ponto o tratamento farmacoldgico (20).

Ja os pacientes com MODY HNF1A, HNF4A e 5beta mostram anormalidades mais
severas no metabolismo dos carboidratos, apresentando desfechos clinicos que podem
variar de intolerancia a glicose a diabete moderado a grave com complica¢des vasculares,
e necessidade de maiores doses de insulina.

Geralmente sdo normoglicémicos durante a infancia, mas apresentam um defeito
progressivo na secrecdo de insulina, sendo diagnosticados como DM a partir da segunda
a quinta décadas de vida (21).

Desta forma observa-se que o manejo dos pacientes com MODY varia desde dieta
e atividade fisica no tipo 2, e uso de hipoglicemiantes orais como sulfoniuréias que agem
na célula B e incrementam a secrecao de insulina, com progressao para insulinoterapia
nas demais formas, em que a incidéncia de complicacées cronicas do diabetes é mais
frequentemente resultante do pior controle glicémico quando comparado com o MODY
GCK.

Portanto, a distingédo entre as formas de MODY apresenta relevancia clinica para o
manejo adequado, instituicdo de insulinoterapia quando necessario e prevencdo de
complicagBes resultantes dos elevados niveis glicémicos. O manejo de ambas as formas
de apresentacdo durante o periodo gestacional segue as mesmas recomendacdes dos

outros tipos de DM.
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1.3.5 MODY e gestacéo
1.3.5.1 MODY GCK

Estas pacientes costumam apresentar hiperglicemia de jejum leve e hemoglobina
glicosilada ligeiramente acima do normal. Geralmente sdo assintomaticas, sendo
diagnosticadas em exame de rastreamento de disglicemias durante o pré-natal [17], em
que a resisténcia fisiologica a insulina durante a segunda metade da gestagdo ira
sobrepujar o defeito da célula 8 (20).

A glucocinase atua como um sensor de glicemia na célula 3. Portanto, os fetos que
carregam mutacdes da glucocinase ndao sdo capazes de apresentar uma secregcdo de
insulina adequada, sendo o crescimento fetal ndo alterado significativamente de acordo
com os niveis de glicemia materna. Por outro lado, fetos ndo acometidos de maes com
MODY GCK apresentam maior risco de macrossomia e fetos com mutacdes no gene da
glucocinase de mdaes néo afetadas apresentam reducdo do volume placentario e baixo
peso ao nascer ja que a reducdo na producdo de insulina nesses fetos chega a 70%,
implicando na reducéo de 500g no peso ao nascimento (19).

Entretanto, na vida adulta ndo se observa diferenca no peso, estatura ou na

secrecédo de insulina destes fetos.

1.3.5.2 MODY HNF1la

Nestas pacientes é observada progressiva deterioracdo da secrecdo de insulina,
com desenvolvimento da necessidade de tratamento farmacolégico para adequado
controle metabdlico. Os fetos com mutac6es no gene HNF- 1a ndo apresentam alteragdes

no peso ao nascimento (19).

1.3.5.3 MODY HNF4a

Os fetos de mées que apresentam MODY 1 apresentam maior probabilidade de
desenvolver macrossomia e hipoglicemia neonatal, sendo mais frequente quando estes
também sdo acometidos pela mutacéo; justificando-se a triagem genética para mutacdes
do gene HNF-4a em fetos com o quadro clinico apresentado e historia familiar de DM com

inicio precoce (19).
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2 Justificativa

A escassez de dados na literatura sobre MODY e gestacdo, especialmente
relacionados a algoritmos de rastreamento, acarreta em elevado percentual de gestantes
com diagndstico de Diabetes Mellitus erroneamente classificado, perdendo a
oportunidade de receber a melhor conduta disponivel no manejo de suas patologias e de
seu seguimento pré-natal.

Ademais, o diagnoéstico genético precoce de criancas acometidas pode propiciar
adequado diagnostico e seguimento.

Considerando a elevada prevaléncia de Diabetes Mellitus na gestacdo e de
neonatos de méaes diabéticas com alteracdes no peso ao nascimento e no metabolismo
dos carboidratos; torna-se imprescindivel o estudo do perfil genético destas pacientes e

de seus recém-nascidos para diagnésticos precisos e manejo adequado destes pacientes.

34



3 Objetivos

3.1 Geral

Avaliar a presenca de alteragbes moleculares do gene GCK nas gestantes
portadoras de Diabetes Mellitus Gestacional, assim como em seus neonatos; atendidas
no Ambulatério de Gestagdo de Alto Risco do Departamento de Ginecologia e Obstetricia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

3.2 Especificos

e Avaliar a presenca de mutacdes do gene GCK nas gestantes com diagndstico de
Diabetes Mellitus Gestacional e em seus neonatos;

e Avaliar as taxas de complicacbes maternas de gestantes com diagnostico de
Diabetes Mellitus tipo MODY em comparacdo com as pacientes com Diabetes
Mellitus Gestacional;

e Comparar 0 peso ao nascimento e as taxas de complicacbes perinatais de
neonatos portadores de marcadores genéticos de Diabetes Mellitus tipo MODY em

relacdo a neonatos ndo acometidos.
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4 Hipoteses

HO: N&o havera casos de polimorfismo genético associado ao diagnostico de diabetes do
adulto de inicio no jovem (Maturity Onset Diabetes of the Young - MODY) em gestantes, e
seus neonatos, diagnosticadas como Diabetes Mellitus Gestacional e semseguimento no
Ambulatério de Gestacao de Alto Risco do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP

H1: Havera porcentagem significativa de casos de polimorfismo genético associado ao
diagnoéstico de diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity Onset Diabetes of the
Young - MODY) em gestantes, e seus neonatos, diagnosticadas como Diabetes Mellitus
Gestacional e sem seguimento no Ambulatério de Gestacdo de Alto Risco do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeiréo Preto — USP
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5 Casuistica e Métodos

5.1 Casuistica
5.1.1 Selecao de pacientes

As pacientes selecionadas para o estudo foram as gestantes com diagndstico de
Diabetes Mellitus atendidas no Ambulatério de Endocrinopatias em Obstetricia (AENDOB)
do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do HCFMRP-USP.

5.1.2 Célculo amostral

Foi realizada avaliacdo estatistica considerando uma populacdo infinita e
assumindo uma prevaléncia de 15% (baseada em um estudo piloto) e um erro toleravel
de 5%, com uma confiabilidade de 95%, temos que o tamanho da amostra sera 196, de
acordo com o seguinte célculo (ref — 40):

n: Z,PU-P) _196%0,15(1-0,15)

=196
e 0,05

Foram coletadas 201 amostras (128 gestantes e 73 neonatos). Das gestantes,
sete realizaram o parto em outro servi¢co, sete amostras maternas foram perdidas devido
a coagulacdo do material, em dois casos ocorreu Obito fetal e foi colhida amostra do
binbmio materno-fetal em 66 gestantes( 2 neonatos gemelares).

Foram incluidas as gestantes diabéticas em seguimento no AENDOB do
HCFMRP-USP, de agosto de 2013 a dezembro de 2015.

5.1.3 Aspectos éticos do projeto

O projeto de pesquisa “Estudo do polimorfismo genético associado ao diagnostico
de diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity Onset Diabetes of the Young - MODY)
em gestantes e neonatos.” foi cadastrado na Unidade de Pesquisas Clinicas e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo.
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Esta pesquisa nado interferiu na conduta obstétrica adotada para as pacientes
selecionadas, sendo que a evolugdo das mesmas seguiu os protocolos do Departamento
de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sédo Paulo (DGO-HCFMRP-USP).

As pacientes submetidas a qualquer tipo de intervencédo foram informadas, de
forma clara e objetiva, com palavras simples, sobre os protocolos de pesquisa a serem
executados, dando-se seguimento aos mesmos apenas com a anuéncia espontanea da
paciente ao projeto. Foi obtido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO )
de todas as pacientes que participaram do estudo no momento da internagéo hospitalar.
Foi garantida a liberdade dos sujeitos da pesquisa em recusar a participar ou retirar seu

consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma.

5.1.4 Critérios

5.1.4.1 Critérios de incluséo
e Gestantes diabéticas que fizeram seguimento no Ambulatério de Endocrinopatias
em Obstetricia (AENDOB) do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do
HCFMRP-USP.

5.1.4.2 Critérios de exclusao
e Pacientes que ndo apresentaram diagnostico de Diabetes Mellitus;
e Pacientes que ndo concordaram em participar do estudo ou ndo assinaram o

“Termo de consentimento pés-informado”.

5.1.4.3 Critério de descontinuidade

e Pacientes que desistiram de sua participacdo ao longo do estudo.
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5.2 Métodos

5.2.1 Tipo de estudo

Estudo analitico, transversal.

5.2.2 Dados Clinicos

5.2.2.1. Dados epidemiolégicos

Dados epidemiolodgicos coletados:
Idade
Tabagismo
Uso de drogas ilicitas (especificando qual droga)
Uso de medicamentos (especificando qual droga)
Antecedentes pessoais de outras comorbidades
Antecedentes familiares de disturbios de coagulacéo
Numero de gestacbes (incluindo abortamentos, gravidez ectdpica, mola
hidatiforme)
NuUmero de partos (vaginais espontaneos, forceps, cesareas - indicacdes)
Numero de abortamentos (espontaneos, provocados, complicados por infeccdes,
curetagem pdés-abortamento)
Diagnostico de Diabetes mellitus tipo 1, tipo 2 ou gestacional.
Se diagndstico de Diabetes mellitus tipo 1 ou tipo 2
o Tempo de diagnostico
o Tratamentos prévios
o Complicagdes clinicas ja diagnosticadas
Idade gestacional do diagndstico do Diabetes mellitus gestacional
Idade gestacional de admiss&o no AENDOB do HC-FMRP-USP

5.2.2.2 Exame fisico

Para a avaliacdo antropométrica foram obtidos dados sobre os seguintes parametros:

Peso corporal pré-gestacional e no dia do parto (quilogramas);
Estatura (metros);

indice de massa corporal pré-gestacional e no dia do parto (Kg/m2).
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O indice de massa corporal (IMC) sera calculado pela seguinte formula:
IMC= Peso___ (kg)

Estatura? (m?)

Esse indice, pela relacdo entre peso e altura, fornece dados mais precisos de
alteracbes da massa corporal. Os valores considerados normais do IMC, para o periodo
ndo-gestacional, sdo de 19 a 24 kg/m? para mulheres (THOMAS; McKAY; CUTLIP, 1976).

5.2.2.3 Exames laboratoriais e complementares

Coletados os resultados de exames laboratoriais e complementares mais proximos do
momento do parto que integraram a avaliagdo habitual das gestantes com diagndstico de
Diabetes Mellitus em seguimento no AENDOB.

e Valores do teste oral de tolerancia a glicose

e Hemoglobina

e Hematdcrito

e Contagem de plaquetas

e Lipidograma

e Hemoglobina glicosilada

e Proteinas totais

e Albumina

e Sadio e potassio séricos

e Urinadotipo1l

e Urocultura

e Proteindria de 24 horas

5.2.2.4 Dados do trabalho de parto e parto

Obtidas informac8es em relacéo ao trabalho de parto e parto:
e Se 0 inicio do trabalho de parto foi espontaneo ou induzido
e Tipo de parto (vaginais espontaneos, forceps, cesareas — indicacoes)
e Cesérea eletiva ou de urgéncia

e Dados do recém-nascido: sexo, peso, estatura e indice de Apgar
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5.2.2.5 Complicagdes maternas durante pré-natal e puerpério

Medicamentos administrados

Necessidade de insulina (dosagem total de insulina prévia ao parto)

Episodios de hipoglicemia e/ou hiperglicemia (dosagem da glicemia mais baixa e
mais elevada)

Cetoacidose diabética

Infeccbes

Diagndstico de outras comorbidades durante o pré-natal

Necessidade de internacdo hospitalar (além da internacdo para resolucdo da
gestacao)

Internacao em CTI

Tempo de internagdo hospitalar apés parto

5.2.2.6 Complicacfes perinatais

Medicamentos administrados

Tocotraumatismos

Episddios de hipoglicemia e/ou hiperglicemia (glicemia mais baixa e mais elevada)
Infeccbes

Ictericia

Disturbios hidroeletroliticos (hipocalemia)

Internacdo em CTI

Tempo de internacdo hospitalar apés parto

Obito fetal ou neonatal

Outros diagnésticos de complicacdes

5.2.2.7 Andlise genética

Perfil genético das gestantes diabéticas e de seus neonatos em relacdo ao gene da

glucocinase.
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5.2.3 Técnica laboratorial

5.2.3.1 Coleta de amostras bioldgicas

Nas pacientes selecionadas e que concordaram em participar do estudo, foram
colhidos 05 mL de sangue venoso de cada participante, em puncao periférica de membro
superior, utilizando “vacutainer” com anticoagulante EDTA. A amostra foi aliquotada e
armazenada a 20°C negativos.

Apbés o nascimento da crianca, a placenta foi transferida para uma mesa de
procedimento, protegida com compressas estéreis, instalada na sala de parto. O lado
basal ou fetal foi voltado para cima de forma que o corddo umbilical ficou exposto para ser
lavado com solucéo fisiolégica 0,9 %. Seguido este procedimento, e localizada a veia
umbilical, coletou-se uma amostra de 05 mL de sangue com o auxilio de seringa nao
heparinizada e agulha 21G (0,8 x 25 mm), sendo posteriormente transferida para 1 tubo
de 5 mL com EDTA K3 (Vacuplast®). A amostra foi aliquotada e armazenada a 20°C

negativos para posterior extracdo do DNA e avaliagcdo quanto ao gene do glucocinase.

5.2.3.2. Extracdo de DNA e PCR convencional

O DNA genbdmico foi extraido do sangue total congelado por meio do kit QIAmp
DNA Blood mini kit (cat 51106 - QIAGEN, Germantown, USA) segundo as instru¢des do
fabricante. Ap6s a extracdo, o DNA foi quantificado por espectrofotometria, utilizando o
equipamento NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, USA), diluido na concentracéo de
20 ng/ul para ser utilizado nas reacfes de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) dos
exons do gene GCK. As reacdes de PCR foram realizadas em volume final de 25 pl, com
concentracdo de cloreto de magnésio de 1,5mM, 15pmoles de primers e 1 unidade de taq
polimerase. As condi¢des de ciclagem foram: desnaturagao inicial a 95°C,40 ciclos (95°C
por 30 segundos, 60°C por 1 minuto e 72° por 1 minuto) e extenséo final de 10 minutos a
72°C. As sequencias dos primers Foward e Reverse de cada um dos exons encontram-se
na tabela a seguir. Todos os primers foram sintetizados pela empresa Invitrogen e foram
desenhados com a cauda M13 com sequencia (M13 F — TGTAAAACGACGGCCAGT, e M13
R — CAGGAAACAGCTATGACC) para as posteriores reacdes de sequenciamento.
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Tabela 3: Sequéncias dos primers Foward e Reverse dos exons

EXON DNA conc. Forward and Reverse Primer sequences Size (bp)
(ng/ul)
1 10 GCKex1F and GCKex1R TCCACTTCAGAAGCCTACTG TCAGATTCTGAGGCTCAAAC 195
2 10 GCKex2F and GCKex2R GGGGTCAGAAGACAGAAGGA AGAGGAGCCAAGGGTGAGA 511
3 10 GCKex3F and GCKex3R TAATATCCGGGCTAGTACC CTGAGATCCTGCATGGCCTTG 331
4 10 GCKex4F and GCKex4R TAGCTTGGCTTGAGGCCGTG TGAAGGCAGAGTTCCTCTGG 308
5 10 GCKex5F and GCKex5R TCACTCACGGCAAAGCA TGGAAGCCAAGGAGAAAGG 634
6 10 GCKex6F and GCKex6R TGAGAGACGCTATCAAACG GGCTCTGCTCTGACATCACC 358
7 10 GCKex7F and GCKex7R CCATTGTTCCAGACAAAGCA CAAGCCATTATCTGCAATG 436
8 10 GCKex8F and GCKex8R CATTTCTAAAGCTCGGCTCAT TGTCCTGTCCCAGCCTCCT 634
9 10 GCKex9F and GCKex9R CTTTGGCTGGGTGAGGTG AGGGGGACGAGAAGAGGAC 574
10 10 GCKex10F and GCKex10R CCTCTTCTCGTCCCCCTTG ATGGAGGCCTGGGTGCTGT 360
PROM 10 GCKexpromF and GCKexpromR GCTCGGCATTTCCTGCT AGTCAGGCTGCCAAGAGGT 7 512

Os produtos de PCR de cada um dos exons foram checados por eletroforese em gel de

agarose a 2% contendo brometo de etideo e, apés verificacdo de qualidade para o

sequenciamento procedeu-se a reacdo de sequenciamento com os primers M13 foward e

reverse citados anteriormente.

“------

Figura 3: gel de agarose mostrando amostras para serem sequenciadas:

exon 5 (pogos 1 e 2), exon 6 (pocos 3 a 10) e exon 7 (pogos 11 a 14).

Figura 4: gel de agarose mostrando amostras para serem sequenciadas

: exon 7 (pocos 1 e 4), exon 8 (pocos 5 a 12) e exon 9 (pocgos 13 a 14).
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Figura 5: gel de agarose mostrando amostras para serem sequenciadas
: exon 9 (pocos 1 e 6), exon 10 (pocos 7 a 14) e prom (pocos 15 a 22).

Lal Erami %0

“HEENE .
™

Figura 6: gel de agarose mostrando amostras para serem sequenciadas:

exon 1 (pogos 1 a 8) e exon 2 (pogos 9 a 16).

Figura 7: gel de agarose mostrando amostras para serem sequenciadas:

exon 3 (pogos 1 a 8).

5.2.3.3. Sequenciamento

As reacfes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit Big Dye
Terminator v3.1 cyclesequencing kit (cat 4337457 — Life Technologies, Waltham - USA,
segundo as instrucdes do fabricante,) e os primers M13 foward e reverse. Apds a reagao
de sequenciamento, as amostras foram precipitadas e levadas ao Nucleo de Servicos em
Biotecnologia (NSB) do Hemocentro de Ribeirdo Preto. Do total de 213 amostras, 170
foram sequenciadas no aparelho ABI3500XL (AppliedBiosystems, Waltham - USA); e as

40 demais amostras no Sequenciador de Nova Geragao MiSeq, utilizando o kit MiSeq V2
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(500 ciclos) com preparo dos painéis seguindo a metodologia TruSeq Custom Amplicon

(Nlumina).

5.2.3.4. Andlise

As sequéncias geradas foram analisadas com o programa CodonCodeAligner
v5.1.4 (CodonCode Corporation (http://www.codoncode.com/aboutus.htm ), com énfase
na regido de exon dos produtos de PCR e as alteracdes encontradas verificadas com a

ferramenta mutationtaster (http://www.mutationtaster.org/) [27], e posteriormente

correlacionadas com os aspectos clinicos dos pacientes.
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6 Resultados

6.1 Caracterizacdo da amostra materna

Foram avaliadas 128 gestantes que realizaram acompanhamento pré-natal no
Ambulatério de Gestacdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto — USP.

A mediana da idade das pacientes foi de 31 anos (P25: 27 anos, P75: 35 anos) e
no tocante ao numero de consultas, a mediana foi de 7,0 consultas (P25: 4,0; P75: 10,0)
(Tabela 4).

As pacientes apresentaram Indice de massa corporal (IMC) com mediana em 33,5
(P25: 29,2, P75: 39,3) (Tabela 4, Gréfico 1).

Tabela 4: Distribuicdo das pacientes conforme idade, peso e indice de
massa corporal.

Paridade Mediana P25- P75
ldade 31 27 -35
Peso 84,5 73 -102,35
Numero de consultas 7,0 4,0-10,0
IMC 33,5 29,2 -39,3

IMC: indice de massa corporal

24%

= |deal (18,6 a 24,9) = Sobrepeso (25,0 a 29,9)
Obesidade Grau | (30,0 a 34,9) = Obesidade Grau Il (35,0 a 39,9)
= Obesidade Mdrbida (>40,0)

Gréfico 1: Caracterizagdo do indice de Massa Corporal (IMC) (n = 128).

Quanto a paridade, 27 (21,1%) pacientes eram primigestas e 78,9% das
pacientes tinham dois ou mais partos anteriores (Tabelas 5).
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Tabela 5: Distribuicdo do numero de casos de pacientes com Diabetes

Mellitus Gestacional avaliados, segundo paridade.

Paridade N %

Primigesta 27 21,1
Secundigesta 38 29,7
Tercigesta 31 24,2
Quatro ou mais gestacoes 32 25,0
Total de casos avaliados 128 100

Das 128 gestantes avaliadas, 16 apresentaram diagnostico isolado de Diabetes
Mellitus e 112 (87,5%) apresentaram uma ou mais comorbidades associadas. Dessas, as
mais prevalentes foram Obesidade (63,4%), Hipertensdo arterial sistémica (21,4%) e
Dislipidemia (19,6%). Trés pacientes apresentavam diagndéstico de sifilis tratada, duas
apresentavam critérios para Hepatite C curada e uma paciente com retrovirose em

vigéncia de tratamento (Tabela 6).

Tabela 6: Distribuicdo do nimero de casos de pacientes com Diabetes

Mellitus Gestacional, segundo comorbidades associadas

Patologia materna N %

Hipertenséo arterial sistémica 24 21,4
Hipertenséo arterial gestacional 13 11,6
Obesidade 71 63,4
Dislipidemia 22 19,6
Pré — eclampsia 1 0,9
Anemia materna 4 3,6
Hipotireoidismo 11 9,8
Hipertireoidismo 3 2,7
Sindrome dos ovarios policisticos 2 1,8
Infeccdo urinéria de repeticéo 1 0,9
Outros* 52 46,4
Total de casos avaliados 112 100

* Qutros: epilepsia, Deficiéncia de proteina S, Mutacdo do fator V de Leiden com
Trombose Venosa Profunda, Asma, Depressao grave, Condilomatose, Leiomiomatose,
Aborto de repeticdo, Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide, Utero bicorno, Colonizacéo S.
Agalactiae, Idade Materna Avancada, Incompeténcia Istmo-cervical, Neoplasia
Intracervical e nefrolitiase.
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Foram realizados exames laboratoriais para a avaliagcdo da normalidade funcional

dos sistemas/6rgdos hematoldgico, renal, hepético e enddcrino; sendo que a maioria dos

exames se encontraram dentro da normalidade com excecao do perfil lipidico em que a

mediana esteve acima dos valores considerados normais e dos resultados dos Testes de

Tolerancia Oral a glicose, referentes ao diagnéstico de DMG (Tabela 7).

Tabela 7: Mediana e percentis da avaliagdo laboratorial das pacientes.

Valor Normal

Exame laboratorial Mediana P25 - P75
Unidade
Uréia 10-50 mg/dL 15,0 12,3-18,0
Creatinina 0,7-1,5 mg/dL 0,60 0,54 - 0,66
TSH 0,3-4,0 g/dL 1,99 1,44 -2,72
TOTG jejum < 92 mg/dL 99,0 91,0 -109,0
TOTG 12 hora < 180 mg/dL 187,0 160,0 — 200,0
TOTG 22 hora < 153 mg/dL 159,5 131,25 - 180,75
Hemoglobina glicosilada <6,0 % 5,70 53-6,2
Proteindria de 24 horas <300 mg 133,5 80,9-217,1
Colesterol total < 200 mg/dL 210.0 182,25 — 238,75
HDL colesterol > 45 mg/dL 54,0 47,75 - 62,5
Triglicérides < 150 mg/dL 201,0 153,75 — 265,75
Hematdcrito 37-47 % 36,0 33,0 - 38,0
Hemoglobina 12-16 g/dL 12,1 11,4-12,9
Plaguetas 150-450 10%/uL 2440 205,0 — 286,0
Albumina 3,5-5,0 g/dL 3,6 3,5-38
TGO Até 32,0 U/L 15,3 12,0 -20,0
TGP Até 31,0 U/L 11,95 8,85-17,2
GGT 11,0 -50,0 U/L 17,0 11,5-27,7
Saodio 135,0 — 145,0 mmol/L 137,0 136,0 — 138,5
Potéssio 3,5-5,0 mmol/L 4,1 39-44
Proteinas totais 6,0 — 8,5 g/dL 6,25 59-64
Bilirrubina total 0,2 -1,2 mg/dL 0,31 0,23-0,43
Bilirrubina direta Até 0,3 mg/dL 0,10 0,08-0,13
Bilirrubina indireta Até 0,9 mg/dL 0,24 0,18 - 0,33

TSH = Hormonio estimulante da tireoide; TOTG = Teste oral de tolerancia a glicose; HDL = High
= Gamaglutamil transferase; TGO

density lipoproteins; GGT
oxalacética; TGP = Transaminase glutamico- pirlvica

Transaminase glutamico-
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Durante o pré-natal, ocorreram uma ou mais intercorréncias maternas em 26
pacientes (20,3%, porcentagem calculada em relagéo ao total de 128 gestantes). Dentre
estas 26 gestantes, duas pacientes desenvolveram hipertensdo arterial gestacional
(7,7%), sete apresentaram pré-eclampsia (26,9%), uma gestante desenvolveu eclampsia
(3,8%), uma paciente teve um episédio de trombose venosa profunda (3,8%), sete
gestantes apresentaram infeccdo do trato urinario baixa (26,9%) e uma paciente
desenvolveu pielonefrite (3,8%), cinco pacientes necessitaram de internacdo para inibir
trabalho de parto pré-termo (19,2%). Cinco pacientes receberam diagnostico de ma

adesdo ao pré-natal, ndo seguindo as orientacdes recebidas (19,2%) (Gréfico 2).

< '.

3,8%

3,8%
= HAG m Pré-eclampsia
= Eclampsia = |ITU baixa
= Pielonefrite = TPPT

M4 aderéncia ao pré-natal

Grafico 2: Distribuicdo das intercorréncias maternas no pré-natal (n = 26).
HAG : Hipertensdao arterial gestacional
ITU: Infeccdo do trato urinario

TPPT: Trabalho de parto pré-termo

Durante o pré-natal, do total de 128 gestantes, 23 (17,9%) apresentaram uma ou
mais intercorréncias fetais, totalizando 27 complica¢gGes identificadas. Dentre essas,
observaram-se 12 casos de polidramnio (46%), dez fetos grandes para a idade
gestacional (38%), um caso de corioamniorrexe prematura pré-termo (4,0%), uma
paciente apresentando oligoamnio (4,0%), um diagndstico de restricdo de crescimento
intrauterino e dois casos de Obito fetal (8,0%) (Grafico 3).

O primeiro caso de o6bito fetal ocorreu na idade gestacional de 35 semanas e 5
dias em uma gestante acompanhada devido aos diagnodsticos de HAG, Iteratividade e

DMG em uso de insulinas NPH e regular. Paciente apresentava ma adesao as
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orientacdes da equipe assistencial e ao seguimento pré-natal, evoluindo com controle
glicémico inadequado caracterizado por glicemias em jejum entre 62 a 163 mg/dL, pré-
prandial entre 145 e 225 mg/dL, uma hora pés-prandial entre 48 e 129 mg/dL.

O segundo obito fetal foi decorrente a descolamento prematuro de placenta
durante trabalho de parto que ocorreu em outro servico, em idade gestacional de 36
semanas e 4 dias. Essa gestante fazia seguimento de pré-natal com diagnésticos de
obesidade, dislipidemia e DMG controlado com dieta, apresentando adequado controle

glicémico durante a gestacéao.

~_ - [ = _““___x‘ 4%
4%

mFeto GIG =RCIU =Obito fetal =CPPT =Polidramnio

Gréfico 3: Descritivo das intercorréncias fetais (n = 27).

RCIU = Restricdo de Crescimento Intrauterino
CPPT = Corioamniorrexe prematura pré-termo
GIG = Grande para a idade gestacional

De total de mulheres, sete (5,4%) delas realizaram parto em outro servico que
nao o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade
de S&o Paulo. Apenas sete (5,4%) pacientes apresentaram resolu¢cdo da gestagdo em

idade gestacional inferior a 37 semanas de idade gestacional (Tabela 8).
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Tabela 8: Distribuicdo do numero de casos segundo idade gestacional da
resolucéo da gestacao.

Idade gestacional (semanas) N %
> 37 114 94,2
>34 <37 7 5,8
228 <34 0 0
<28 0 0
Total 121 100

* Sete pacientes tiveram parto em outro servi¢co que ndo o Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

O inicio do trabalho de parto foi espontaneo em 25,5% das pacientes (24
pacientes) e induzido em 74,5% dos casos (70 pacientes) (Grafico 4). A resolucdo da
gestacdo foi via vaginal em 40,2% (49 partos vaginais, sendo um parto vaginal
operatorio), a via alta em 71 casos (58,8%), sendo realizada cesérea eletiva em 28

pacientes (39,4%), e em carater de urgéncia em 43 pacientes (60,6%) (Grafico 5).

m Espontaneo mInduzido

Gréfico 4: Distribuicdo quanto ao inicio do trabalho de parto (n = 121).
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= Parto cesarea = Parto normal Parto instrumentalizado

Grafico 5: Descrigdo quanto aos tipos de partos (n = 121).

As indicacdes de resolucdo por parto cesarea foram: alteracdo da vitalidade fetal
aguda (20 casos, 28,2%), iteratividade (15 casos, 21,1%), falha de induc&o do trabalho de
parto (12 casos, 16,9%), parada secundaria da dilatacdo (10 casos, 14,0%), feto pélvico
(7 casos, 9,8%), feto grande para a idade gestacional (6 casos, 8,4%). Uma paciente foi
submetida a parto via abdominal por recomendacéo de outra clinica, devido a introducéo

recente de filtro em Veia Cava (Tabela 9).

Tabela 9: Distribuicdo das indicagdes de realizagdo de parto cesérea.

Manejo N %

Iteratividade 15 21,1
Feto grande para a idade gestacional 6 8,4
Sofrimento fetal agudo 20 28,2
Falha de inducéo do trabalho de parto 12 16,9
Feto pélvico 7 9,8
Parada secundaria da dilatacdo 10 14,0
Outras 1 1,4
Total 71 100

Durante o periodo puerperal, 115 (95,0%) pacientes ndo apresentaram nenhuma
intercorréncia. Do total de pacientes, trés (2,3%) apresentaram infeccdo de ferida
operatéria, uma (0,7%) paciente desenvolveu endometrite, uma (0,7%) evoluiu com
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deiscéncia de ferida operatéria, uma (0,7%) paciente apresentou atonia uterina no
puerpério imediato (Grafico 6).

mInfec¢bes de parede abdominal mEndometrite
Deiscéncia de ferida operatoria m Atonia uterina

msem intercorrencias

Grafico 6: Descrigdo de intercorréncias no periodo puerperal (n = 121).

O tratamento para o Diabetes Mellitus consistiu somente em orientacdo nutricional
e de exercicios fisicos em 73 pacientes. Em 55 (42,9%) gestantes houve indicacao de
insulinoterapia para o controle glicémico. A mediana de introdug&o de insulinoterapia foi
de 29,4 semanas (P25 - P75 :22,4 - 33,2). A mediana da dose total de insulina no
momento da resolucao foi de 37 Unidades Internacionais (P25 - P75 : 24 — 59,5) (Tabela
10).

Tabela 10: Distribuicdo dos dados referentes a insulinoterapia (n=55)

Manejo Mediana P25 - P75
IG de introducao da insulinoterapia 29,4 22,4 -33,2
Dose total na resolucéo (Ul) 37 24 -59,5

Total 55 100

IG: idade gestacional

Ul : Unidades Internacionais

Entre as pacientes que fizeram uso de insulinoterapia, 29 fizeram uso apenas de
insulina NPH (53%), 25 associaram insulina NPH e insulina Regular/Répida (45%), e uma
paciente fez uso isolado de Insulina Lispro (2,0%). Nenhuma gestante fez uso de analogo
de insulina de agéo prolongada (Grafico 7).
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=NPH =NPH + Regular

Anélogos de acdo rapida

Grafico 7: Esquemas de utilizac&o de insulinoterapia (n = 55).

NPH : Neutral protramina hagedorm

6.2 Caracterizagdo da amostra dos recém-nascidos

Os dados dos recém-nascidos evidenciaram que a mediana do peso ao

nascimento foi de 3365 gramas, 23 recém-nascidos foram considerados macrossémicos

(19,0%). A mediana da estatura foi de 49,5 centimetros e os percentis 25 e 75 de 48 e

50,5 centimetros. A mediana dos indices da escala de Apgar no primeiro minuto foi de 9 e

no quinto 10 ; e as percentis 25 e 75 foram respectivamente de 7e 9; 9 e 10 (Tabelas 11 e

12).

Tabela 11: Distribuicdo de peso ao nascimento.

Peso ao nascimento (gramas) N %

> 4500 3 2,5
> 4000 < 4500 20 16,5
= 3500 < 4000 27 22,3
= 3000 < 3500 51 42,1
> 2500 < 3000 17 14,0
< 2500 3 2,5
Total 121 100

* Sete pacientes tiveram parto em outro servico que nao o Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.
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Tabela 12: Caracteristicas dos neonatos.

Mediana P25 - P75
Peso (gramas) 3365 3115 - 3870
Estatura (centimetros) 49,5 48 - 50,5
indice de Apgar no primeiro minuto 9 7-9
indice de Apgar no quinto minuto 10 9-10
Total 121 100

Na presente casuistica, 108 recém-nascidos (80,2%) ndo apresentaram nenhuma
intercorréncia no periodo neonatal precoce. Dentre os demais 24 neonatos, observou-se
uma ou mais complicagbes caracterizadas por: 12 casos de hipoglicemia (42,8%), nove
de ictericia com necessidade de tratamento com fototerapia (32,0%), um caso de
policitemia (3,5%), cinco de Sindrome do desconforto respiratério (17,8%), € um recém-

nascido necessitou de internacdo em Centro de Terapia Intensiva (3,5%) (Gréfico 8).

= Hipoglicemia

= [ctericia
= Policitemia

= Sindrome do desconforto respiratério

Gréfico 8: Demonstrativo das complicagdes no periodo neonatal (n = 28).
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6.3 Resultados do sequenciamento do DNA.

Do total de 200 amostras (128 maternas e de 72 neonatos), foram encontradas
alteracbes em 21 (10,5 %), sendo 12 amostras maternas (6,0 %) e 9 amostras de
nenonatos (4,5 %). Observou-se ainda que foi encontrada a mesma mutacdo em 4
binbmios materno-fetais e que um neonato apresentou duas alteragdes genéticas (Figura
8).

Em 13 pacientes, no exon 6, posicdo 44708, identificou-se uma mutagcdo com troca
da base citosina por timina. Ao verificar esta alteracdo com a ferramenta mutationtaster,
observou-se que trata-se de um polimorfismo, localizado em regido intronica (Figuras 9 e
10, Tabela 13).

Em sete pacientes, observou-se uma mutacdo na regido promotora do gene, na
posicdo 8450, com troca da base citosina por timina. Através da ferramenta
mutationtaster, evidenciou-se que trata de um polimorfismo heterozigoto, também em
regido intrénica (Figuras 11 e 12, Tabela 13)

Ainda em dois pacientes foi encontrada uma alteracdo no exon 6, na posi¢ao
48377, com troca da base citosina por timina; ao checar-se com a ferramenta
mutationtaster, observou-se que trata de uma mutacdo provavelmente deletéria, ou seja,
diagnostica de MODY-GCK (Figuras 13 e 14, Tabela 13).

21
pacientes

A 4

12 maes 8 neonatos

4 bindmios

8 maes 5 neonatos

isoladas isolados

Figura 8 : Algoritmo das mutagdes encontradas conforme amostras.

*1 neonato apresentou duas mutacdes diferentes.
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Tabela 13: Alteracdes no DNA baseado no Ensemble transcript ID — ENST

00000403799
Numero de pacientes Mutacdes no DNA Exon
13 Polimorfismo heterozigoto 6
0.44708C>T
Polimorfismo heterozigoto Regiao

7 g.8450C>T promotora

Mutacéo provavelmente deletéria 6
2 g.48377C>T
*1 neonato apresentou duas mutacdes diferentes.

Figura 9 : Polimorfismo heterozigoto, g.44708C>T, exon 6.

Adaptado do CodonCodeAligner v5.1.4 (CodonCode Corporation

(http://www.codoncode.com/aboutus.htm).
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Figura 10 : Polimorfismo heterozigoto, g.44708C>T, exon 6.
Adaptado do CodonCodeAligner v5.1.4 (CodonCode Corporation
(http://www.codoncode.com/aboutus.htm).
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Figura 11 : Polimorfismo heterozigoto, g.8450C>T, regido promotora.
Adaptado do CodonCodeAligner v5.1.4 (CodonCode Corporation
(http://www.codoncode.com/aboutus.htm).
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Flgura 12: Polimorfismo heterozigoto, g.8450C>T, regido promotora.
Adaptado do CodonCodeAligner v5.1.4 (CodonCode Corporation

(http://www.codoncode.com/aboutus.htm).
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Figura 13: Mutacdo provavelmente deletéria, g.48377C>T, exon 6.

t

Adaptado do CodonCodeAligner v5.1.4 (CodonCode Corporation
(http://lwww.codoncode.com/aboutus.htm).
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Figura 14: Mutacao provavelmente deletéria, g.48377C>T, exon 6.
Adaptado do CodonCodeAligner v5.1.4 (CodonCode Corporation

(http://www.codoncode.com/aboutus.htm ).

6.4 Caracterizacdo da casuistica materna conforme alteracdes encontradas no

sequenciamento de DNA

Das 128 gestantes incluidas neste estudo, foi encontrado polimorfismo
heterozigoto, g.44708C>T, exon 6 em seis pacientes, polimorfismo heterozigoto,
g.8450C>T, regido promotora em cinco pacientes e mutagao g.48377C>T, identificada no
exon 6, diagnostica de MODY-GCK em uma gestante.

Referente aos polimorfismos g.44708C>T identificado no exon 6, e g.8450C>T na
regido promotora do gene da glucoquinase; ao avaliarmos as variaveis idade materna,
IMC materno, idade gestacional na resolucdo da gravidez, e peso ao nascimento;
observou-se os valores de mediana e percentis 25 e 75 encontraram-se semelhantes com
os valores de mediana e percentis 25 e 75 nas pacientes em que nao foi identificada
nenhum tipo de alteracdo no gene GCK, e que o P-valor ndo apresentou relevancia
estatistica (Tabela 14).

Quanto a variavel Hemoglobina glicosilada, observa-se que os valores de
mediana e percentis 25 e 75 nas pacientes com polimorfismo encontram-se discretamente
superiores que 0s mesmos valores nas pacientes em que néo identificou-se nenhum tipo

de polimorfismo; entretanto, o P-valor ndo apresentou significancia estatistica (Tabela 14).
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Relevante a variavel dose diéria de insulina prévia a resolucao, foi identificado P-
valor de 0,0478 com presenca de relevancia estatistica, e valores de mediana e percentis
25 e 75 mais elevados em comparacao com os valores de dose diaria de insulina prévia a

resolucao nas pacientes sem polimorfismos no gene da glucoquinase (Tabela 14).

Tabela 14: Caracterizacéo da casuistica materna conforme polimorfismo

Sem polimorfismo e Com polimorfismo Com polimorfismo
mutagao 0.44708C>T g.8450C>T
exon 6 regido promotora P-valor
(n=116) (n=6) (n=5)
Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
Idade materna (anos) 31,0 (27,0 — 35,0) 30,0 (27,0-34,0) 29,00 (29,0 — 32,0) 0,855
IMC materno (Kg/m?) 33,52 (29,41 - 39,3) 34,52 (28,43 — 42,45) 31,69 (23,0 -37,7) 0,7276
HbA1lc (%) 5,70 (5,3-6,2) 6,0 (5,70 — 6,80) 6,0 (5,8-6,0) 0,3741
DDI prévia ao parto (Ul) 35,00 (22,0 — 54,0) 82,0 (49,0 — 101,0) 176,0 (176,0 — 176,0) 0,0478
IG do parto (semanas) 39,10 (38,4 — 39,4) 38,55 (37,1 -39,2) 37,4 (37,3-39,4) 0,2269

Peso ao nascer (g) 3441,9 (3115,0 — 3845,0)  3427,50 (2930,0 — 4120,0)  3445,0 (2930,0 — 3630,0)  0,9477

IMC = indice de Massa Corpérea

HbAlc = Hemoglobina glicosilada

DDI = Dose diaria de insulina

IG = Idade gestacional

P 25 = percentil 25

P 75 = percentil 75

*P-valor referente ao teste Kruskal — Wallis

A mutacdo ¢.48377C>T, diagnodstica de MODY-GCK, identificada no exon 6 do
gene da glucoquinase, foi identificada em apenas uma gestante. Essa paciente possuia
idade de 22 anos e IMC de 27,7 Kg/m?, menores que os valores de mediana e percentis
25 e 75 nas gestantes que ndo apresentaram alteracdes no gene da glucoquinase (31
anos e 33,5 27,7 Kg/m?, respectivamente). Seu controle glicémico foi alcancado durante o
pré-natal com dose total de insulina prévia ao parto de 38 Ul. O valor de hemoglobina
glicosilada foi de 4,8%, sendo menor que os valores de mediana e percentis 25 e 75 das
gestantes que ndo apresentaram mutagcdo. A resolugdo da gestacao ocorreu via parto
vaginal com 40,2 semanas de idade gestacional, ndo ocorrendo complica¢des no periodo
puerperal. Contudo, o peso ao nascer da crianca foi de 4160 g, sendo superior ao da

mediana e percentis 25 e 75 das gestantes que nao apresentaram mutacao. (Tabela 15).

61



Tabela 15: Caracterizacdo da casuistica materna conforme mutacéo
g.48377C>T, identificada no exon 6

Com mutacgao Sem polimorfismo e mutagao
(n=1) (n=116)
Mediana (P25-P75)
Idade materna (anos) 22 31,0 (27,0 — 35,0)
IMC materno (Kg/m?) 27,7 33,5(29,4 - 39,3)
HbAlc (%) 4,8 57(5,3-6,2)
DDI prévia ao parto (Ul) 38 35,0 (22,0 — 54,0)
IG do parto (semanas) 40,2 39,1 (38,4 — 39,4)
Peso ao nascer () 4160 3355,0 (3115,0 — 3845,0)

IMC = indice de Massa Corpoérea
HbA1c = Hemoglobina glicosilada
DDI = Dose diéria de insulina

IG = Idade gestacional

P 25 = percentil 25

P 75 = percentil 75

6.5 Caracterizagdo da casuistica neonatal conforme alteragdes encontradas no
sequenciamento de DNA.

Dos 72 recém-nascidos genotipados neste estudo, foi encontrado polimorfismo
heterozigoto, 9.44708C>T no exon 6 em sete pacientes, polimorfismo heterozigoto,
g.8450C>T na regido promotora do gene da glucoquinase em dois recém-nascidos; sendo
que um destes neonatos também apresentou mutacao g.48377C>T, identificada no exon
6, diagnostica de MODY-GCK.

Ao comparar-se a variavel peso ao nascimento, 0s pacientes que apresentaram o
polimorfismo g.44708C>T identificado no exon 6 do gene da glucoquinase, observou-se
que os valores de mediana e percentis 25 e 75 encontraram-se superiores aos dos
pacientes sem alteragcdes no gene da glucoquinase e aos pacientes com polimorfismo
g.8450C>T na regido promotora do gene GCK; entretanto ndo foi identificada significancia
estatistica (P-valor de 0,6457). Quanto as variaveis Apgar de primeiro e quinto minutos,
nao houve diferengas entre os valores de mediana e percentis 25 e 75, e P-valor entre os

pacientes com polimorfismo e os ndo acometidos (Tabela 16).
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Tabela 16: Comparacao dos desfechos neonatais conforme polimorfismo — Parte |

Sem polimorfismo e Com polimorfismo Com polimorfismo
mutagéo 0.44708C>T 0.8450C>T
exon 6 regido promotora P-valor
(n=63) (n=7) (n=2)

Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
Peso ao nascer (g) 3410,0 (3200,0 — 3855,0) 4040,0 (2930,0 — 4120,0) 3460,0 (3200,0 —3720,0)  0,6457
Apgar de 1 minuto 8,0 (7,0 —9,0) 9,0 (9,0 —9,0) 9,50 (9,0 — 10,0) 0,0651
Apgar de 5 minuto 9,0 (9,0 -10,0) 10,0 (9,0 - 10,0) 10,0 (10,0 - 10,0) 0,3662

*P-valor referente ao teste Kruskal — Wallis

A analise referente aos eventos adversos perinatais, caracterizados como
tocotraumatismo, hipoglicemia, ictericia, policitemia, hipocalcemia, sindrome de
desconforto respiratério, 6bito neonatal e internacdo em centro de terapia intensiva; ndo
se identificou significancia estatistica (P-valor) entre os pacientes com polimorfismo
0.44708C>T, polimorfismo g.8450C>T e em relacdo aos pacientes sem acometimento do
gene na glucoquinase. O Unico desfecho neonatal adverso encontrado entre os pacientes
com o0s polimorfismos @.44708C>T e @.8450C>T foi Sindrome de Desconforto

Respiratério em apenas um paciente em cada (Tabela 17).

Tabela 17: Comparacao dos desfechos neonatais conforme polimorfismo — Parte |l

Sem polimorfismo e Com polimorfismo Com polimorfismo
mutacdo 0.44708C>T g.8450C>T P-valor
exon 6 regido promotora
(n=63) (n=7) (n=2)
Tocotraumatismo 0 0 0 0
Hipoglicemia 6 (9,5%) 0 0 0,6265
Ictericia 3 (4,7%) 0 0 0,7996
Policitemia 0 0 0 0
Hipocalcemia 0 0 0 0
SDR 5 (7,9%) 1 (14,3%) 1 (50%) 0,1293
Obito neonatal 1 (1,6%) 0 0 0,9301
Internacdo em CTI 1 (1,6%) 0 0 0,9301

SDR = Sindrome de Desconforto Respiratorio
CTI = Centro de terapia intensiva
*P-valor referente ao teste Qui-quadrado

O recém-nascido em que foi identificada a mutacdo g.48377C>T, no exon 6 do
gene GCK: apresentou indice de Apgar de primeiro e quinto minutos de 9 e 10,
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respectivamente, sendo seu peso ao nascer de 4105,0 gramas. Ao compararmos com 0s

pacientes ndo acometidos por alteracbes no gene da glucoquinase, observou-se que 0s

valores de mediana e percentis 25 e 75 foram superiores em relacdo a variavel peso ao

nascimento, e semelhantes quanto as variaveis Apgar de primeiro e quinto minutos

(Tabela 18). Ademais, este neonato acometido com a mutagcdo g.48377C>T, nao

apresentou os defechos desfechos adversos perinatais avaliados (Tabela 19).

Tabela 18: Comparacdo dos desfechos neonatais conforme mutacado
g.48377C>T, identificada no exon 6 — Parte |

Com mutacdo Sem polimorfismo e mutacao

(n=1) (n=63)
Mediana (P25-P75)
Peso ao nascer (Q) 4105,0 3410,0 ( 3200,0 — 3855,0)
Apgar de 1 minuto 9 8(7-9)
Apgar de 5 minuto 10 9(9-10)

Tabela 19: Comparacdo dos desfechos neonatais conforme mutacado
g.48377C>T, identificada no exon 6 — Parte |l

Com mutacgao Sem polimorfismo e mutacao
(n=1) (n=63)

Tocotraumatismo 0 0

Hipoglicemia 0 6 (9,5%)
Ictericia 0 3 (4,7%)
Policitemia 0 0

Hipocalcemia 0 0

SDR 0 5 (7,9%)
Obito neonatal 0 1 (1,6%)
Internacdo em CTI 0 1(1,6%)

SDR = Sindrome de Desconforto Respiratorio
CTI = Centro de terapia intensiva
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7 Discussao

7.1 Casuisticas materna e neonatal

A gestantes incluidas neste estudo fizeram acompanhamento de pré-natal no
Ambulatério de Gestagdo de Alto Risco, sendo que apenas sete pacientes tiveram seus
partos em outro local que ndo o Centro Obstétrico do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. A mediana do numero total de consultas das
pacientes durante o pré-natal foi considerada adequada, de acordo com os critérios
estabelecidos para pré-natal de um modo geral pelo Manual Técnico Pré-natal e
Puerpério do Ministério da Saude que prevé um minimo de 6 consultas de pré-natal,
sendo pelo menos uma no primeiro, duas no segundo e trés no terceiro trimestre
gestacional (2005). Ndo ha uma definicdo exata do numero ideal de consultas de preé-
natal para gestantes consideradas de alto risco obstétrico e perinatal. Ressalta-se que o
percentil 25 de numero de consultas de pré-natal foi de quatro, o que pode refletir
guestdes sociais e econdbmicas como baixo acesso ao servico de saude, com
diagnésticos e encaminhamento tardios ao servico especializado em gestacdo de alto
risco, além de baixa adesdo a orienta¢cdes e condutas da equipe assistencial, podendo
acarretar em desfechos perinatais desfavoraveis (24).

A idade mediana das pacientes foi de 31 anos, ligeiramente superior a encontrada
em pesquisas brasileiras populacionais em gestantes que variaram de 25,6 a 25,7 anos
de idade (25) (26) .

Quanto a paridade, 27 (21,1%) pacientes eram primigestas, 38 (29,2%) eram
secundigestas e 63 (49,2%) tinham trés ou mais gestacdes anteriores; portanto a taxa de
multiparidade, considerando trés ou mais gestacfes anteriores, mostrou-se maior quando
comparada com dados reportados pela pesquisa Nascer no Brasil de 2012, que foi de
10,4 % (25). Esta pesquisa foi um estudo nacional de base hospitalar, que incluiu durante
o periodo de fevereiro de 2011 a julho de 2012, 24.197 puérperas e seus recém-nascidos.
A taxa de pacientes autodeclaradas tabagistas foi de 6,2%, similar a 7,0% descrito na
pesquisa previamente mencionada (24). Apenas uma gestante referiu etilismo e
drogadicao durante a gravidez.

Quanto ao indice de massa corporal (IMC), apenas 21% delas apresentaram-se na
faixa considerada ideal para a idade gestacional, sendo que 79% das pacientes
apresentavam sobrepeso ou algum grau de obesidade. Esses dados estdo de acordo com
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a literatura que demonstra aumento do risco em aproximadamente quatro vezes de
gestantes obesas em desenvolver DMG (27) (28). Além da pré-eclampsia, DMG também
correlaciona-se aos demais diagnosticos de sindromes hipertensivas que podem ocorrer
previamente ou durante o periodo gestacional (31). As intercorréncias hipertensivas
(hipertensédo arterial crbénica, hipertensdo gestacional e pré-eclampsia) totalizaram 30,9%
das comorbidades associadas, sendo 26,9% caracterizadas como pré-eclampsia.

Dentre outras comorbidades apresentadas pelas pacientes incluidas na
casuistica, destacou-se a dislipidemia (19,6%) e em especial a hipertrigliceridemia,
componente associado ao aumento de resisténcia a insulina apresentado em pacientes
com DMG (30).

Os valores do teste oral de tolerancia a glicose apresentaram valores de mediana
acima do esperado em todas as medidas considerando que a casuistica foi constituida
por pacientes com diagnéstico de DMG. Entretanto, os resultados de hemoglobina
glicosilada encontraram-se dentro de valores aceitaveis, indicando controle adequado
durante o pré-natal. De acordo com a literatura, a avaliagdo através da hemoglobina
glicosilada é um método auxiliar eficaz em traduzir o controle glicémico durante a
gestacdo (32) (33), sendo que valores abaixo de 6.0 % podem sem atingidos com o
manejo do DMG sem causar hipoglicemia (34). A avaliacéo laboratorial de repercussao da
disglicemia sobre 6rgados e sistemas funcionais das gestantes encontrou-se dentro dos
padrées de normalidade de maneira uniforme.

Durante o tratamento das gestantes, 56,3% das pacientes atingiram valores de
glicemia de jejum e poés-prandiais considerados adequados, ou seja, abaixo dos
estipulados pela ADA (American Diabetes Association) somente com acompanhamento
nutricional e mudanca do estilo de vida (33). Dessa forma, 43,7% necessitaram de
tratamento farmacoldgico complementar. As estatisticas demonstram taxas de sucesso do
tratamento ndo farmacoldgico no controle glicémico variando de 60 a 80%. A mediana da
idade gestacional de inicio da insulinoterapia foi de 29,4 semanas. Considera-se a idade
gestacional entre 24 a 29 semanas como periodo mais adequado para o inicio de
tratamento medicamentoso, quando necessario, para alcance de desfechos gestacionais
mais favoraveis (34).

No presente estudo, um importante desfecho gestacional foi a taxa de
macrossomia (19%) que esteve dentro do descrito na literatura de 15 a 45% (35).

Obesidade e DMG sao considerados fatores independentes para associagdo com
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macrossomia fetal e desenvolvimento de pré-eclampsia, sendo o impacto potencializado
guando apresentam-se combinados (29).

Outras complicacdes observadas foram polidramnio (46% do total de eventos
adversos), obito fetal (8,0% das complicacdes; 1,5% do total de gestantes) e restricdo de
crescimento intrauterino (RCIU) (4%). Um dos casos de o6bito fetal foi relacionado a
ocorréncia de descolamento de placenta normalmente inserida em outro servigco
assistencial, intercorréncia obstétrica ndo diretamente correlacionada ao controle
metabdlico dos carboidratos. O outro caso de Obito fetal ocorreu provavelmente em
decorréncia de descontrole glicémico secundario ao tratamento irregular seguido pela
paciente. De acordo com Rosenstein e colaboradores (2012), o risco de 6bito fetal entre
36 e 42 semanas em gestantes com DMG é maior quando em comparagcdo com as
mulheres sem diabetes (17,1 versus 12,7 por 10.000 partos) com um risco relativo (RR)
de 1,34 e intervalo de confianca de 95% (IC 95%) variando de 1,2 a 1,5 (61). Por outro
lado, o risco de morte perinatal em pacientes com DMG é ligeiramente menor do que em
pacientes com diabetes pré-gestacional (48) (49). O aumento desse risco ocorre
principalmente em decorréncia da hiperglicemia e hiperinsulinemia fetais que determinam
elevacdo da taxa metabolica fetal, sem correspondente aumento de oferta de oxigénio
tecidual, com consequente hipdxia tecidual e acidemia fetal (62).

Por sua vez, a RCIU esta menos associada com gestacfes complicadas por
DMG, mas é descrita principalmente em pacientes portadoras de Diabetes Mellitus pré-
gestacional que apresentam indices glicémicos ja aumentados previamente a gestacao e
no primeiro trimestre associados a vasculopatia, hipertensdo e méa perfusédo placentaria,
fendmenos que interferem na placentacdo adequada (36) (37).

O risco elevado de eventos adversos perinatais relacionados a hiperglicemia
durante a gestacdo acarreta em aumento de resolucdo programada da gestacdo em
parcela significativa desta populacdo. A idade gestacional de escolha para a resolucéo
programada da gestacdo também deve levar em consideracdo o fato da maturidade
pulmonar fetal em gestacdes diabéticas ser mais lenta, ocorrendo préximo a 38,5
semanas, além da relacdo entre condi¢cdes de colo uterino e de taxa de sucesso de
inducéo (40) (41).

Em decorréncia da casuistica do presente estudo ser composta
predominantemente por pacientes que necessitaram medicalizagdo para controle
metabdlico ou que apresentavam comorbidades associadas, a resolugdo programada da

gestacdo foi a opcdo preponderante. Dessa forma, em 74,5% dos casos foi realizada
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inducéo de trabalho de parto. Essa conduta € embasada no fato de que em situagfes de
gestagbes com elevado risco de eventos adversos maternos ou perinatais, 0 nascimento
programado, em idade gestacional pré-termo tardia ou termo precoce, melhora o
progndéstico para mae, concepto ou ambos, devido as condi¢cbes que podem resultar em
resultados piores se conduta expectante for adotada (63) (64) (67). Neste contexto, 0
diagnostico de Diabetes Mellitus estd associado a indicacdo de resolugcédo programada da
gestacao, apresentando um Odds Ratio ajustado para demais variaveis de 2,90 (IC 95%
2,21-3,79) para nascimento em idade gestacional pré-termo tardia e de 4,09 (IC 95%
3,50-4,65) para termo precoce (65).

No presente estudo, de 70 pacientes em que foi indicada a inducao do trabalho de
parto, apenas 30 pacientes (42,8%) teve evolucao para parto normal. A mediana da idade
gestacional nas inducfes foi de 39,2 semanas (P25 de 39,0 semanas, P 75 de 40,0
semanas). Seis pacientes tiveram sua inducdo de trabalho de parto iniciada antes de 38
semanas, sendo duas das indicacOes decorrentes de oligopamnio e corioamniorrexe
prematura pré-termo.

A resolucéo via alta ocorreu em 59,2% da amostra, sendo que mais da metade
das cesarianas (60,6%) foram classificadas como sendo de urgéncia, de acordo com a
seguinte distribuicdo: 12 (16,9%) indicagcbes de resolucao via alta foram devido a falha de
inducdo, dez (14,0%) por parada secundaria da dilatacdo e em seis (8,4%) por feto
grande para a idade gestacional. A taxa encontrada de resolu¢des vai alta no atual estudo
foi comparativamente maior a descrita no Brasil em pacientes com risco obstétrico
habitual de 45,5% (25); e semelhante as taxas mundiais para pacientes com DMG que se
apresentam acima de 50% (42) (64) (67). Macrossomia fetal, e consequentemente 0 risco
de distocia de ombro, € um dos fatores predominantemente relacionados ao aumento da
taxa de partos operatérios (cesarianas ou vaginais instrumentalizados), e partos cesariana
em carater de urgéncia (35) (38) (39) (64) (66) (67).

Foram observadas complicacdes puerperais em 4,9% das gestantes, dentro estas
um caso de hemorragia puerperal por atonia uterina, em paciente cujo recém-nascido
pesou 4.060g e indice de Apgar de 8/9 no primeiro e quinto minutos. A literatura descreve
aumento de trés a cinco vezes no risco de hemorragia puerperal e de lesbes do canal de
parto em mulheres mées de recém-nascidos macrossémicos (44).

Em relacdo as caracteristicas dos recém-nascidos, observou que a mediana do
peso ao nascimento foi de 3365 gramas, sendo 23 (19,0%) recém-nascidos foram

considerados macrossomicos. A mediana da estatura foi de 49,5 centimetros (P25 = 48;
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P75 = 50,5 cm). Sabe-se que o risco de recém-nascidos grandes para a idade gestacional
€ trés vezes maior em gestacbes com diabetes em comparacdo a gestacdes normais
(35). Nas gestacfes diabéticas, os fetos macrossémicos desenvolvem um padrdao de
supercrescimento, que resulta em deposi¢ao de gordura subcutanea na regido abdominal
e interescapular (43). De acordo com a hipotese modificada de Pedersen, a fisiopatologia
da macrossomia fetal decorre da hiperglicemia e hiperinsulinemia fetais decorrente da
hiperglicemia materna, levando ao acumulo de tecido adiposo fetal (35).

No grupo avaliado, um parto teve como complicacdo distocia de ombro, sendo
corrigida por manobras clinicas. Ressalta-se que 0 neonato pesou 4.120 g e teve score no
indice de Apgar de 5/8 no primeiro e quinto minutos, ndo apresentando outras
complicacBes durante a internacdo. Descreve-se que recém-nascidos microssémicos,
principalmente com peso ao nascimento acima de 4.500 g, apresentam risco seis vezes
maior de trauma decorrente do parto e 20 vezes maior de lesdo de plexo braquial (46)
47).

Sabe-se que o indice de Apgar é afetado por muitos fatores, dentre eles a idade
gestacional, medicamentos maternos, reanimacdo cardiorrespiratéria e condicdes
neurologicas. Apesar de ndo ser um preditor isolado de morbidade e mortalidade
perinatal, quando devidamente aplicado € capaz de fornecer as condigcbes do neonato
imediatamente apds o nascimento. Ademais, valores no quinto minuto acima de 7 afastam
risco de encefalopatia neonatal. No presente estudo, a mediana no primeiro minuto foi de
9 e no quinto minuto de 10 (P25 =7 e 9; P75 =9 e 10), indicando boa vitalidade p6s-natal
(45).

Ainda no quesito das complicacdes perinatais, destaca-se devido prevaléncia e
relevancia a hipoglicemia neonatal decorrente da hiperinsulinemia fetal reativa a
hiperglicemia materna; a policitemia que decorre do maior aporte necessario de oxigénio
aos fetos macrossémicos cursando com aumento da eritropoiese; e a ictericia neonatal
decorrente da clivagem dessas hemacias e também de prematuridade (35). Entre nossos
pacientes, 12 recém-nascidos apresentaram hipoglicemia (9,9%), nove desenvolveram
ictericia com necessidade de tratamento com fototerapia (7,4%), um neonato desenvolveu
policitemia (0,8%); estas porcentagens foram calculadas em relacdo ao total de 121
neonatos.

Os neonatos de maes diabéticas apresentam maior risco de desenvolvimento de
sindrome da angustia respiratéria, sendo responsavel pelas internacées em unidades de

terapia intensiva (37). Entre os recém-nascidos avaliados no estudo, cinco apresentaram
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sindrome do desconforto respiratério (4,1%), e um recém-nascido necessitou de
internagdo em Centro de Terapia Intensiva (0,8%); estas porcentagens foram calculadas

em relacdo ao total de 121 neonatos.

7.2 Avaliacdo do sequenciamento do DNA

Por definicdo, quando uma variante genética alcanca 1% da populacdo é
considerada um polimorfismo. Mais de 600 mutacdes no gene GCK ja foram relatadas na
literatura. Estima-se que 2 a 5% dos casos de DMG na Europa séo decorrentes de SNPs
(Short Genetic Variations) (53).

Quanto a primeira mutacdo encontrada, na posicao 44708, com troca da base
citosina por timina; ap6s checagem com a ferramenta mutationtaster, verificou-se que
trata de um polimorfismo descrito como rs2268574 T>C, localizado na regido intrénica do
exon 6 em que ndo ocorre alteracdo na sequéncia de aminoacidos. Conforme verificacdo
com o banco de dados ExAC ( The Exome Aggregation Consortium) verificou-se que a
frequéncia alélica dessa mutacdo é de 0,5295, e conforme a ferramenta dbSNP (Short
Genetic Variations) esta alteracdo nao apresentaria significancia clinica (50) (51).
Entretanto é descrito na literatura que o alelo rs2268574 T>C esta localizada em uma
suposta regido de splicing e que este polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP - Single
Nucleotide Polymorphism) poderia afetar a transcricdo do gene GCK ou até gerar
desequilibrio em outra variagdo genética; e estar relacionado com DMG (52).

Quanto a segunda alteracdo encontrada em sete pacientes por meio do
sequenciamento de DNA, localizada na regido promotora do gene glocoquinase, na
posicdo 8450 com troca da base citosina por timina, também em regido intronica, é
referida pelo mutationtaster como causadora de possivel alteracdo na transcricao
proteica. A referéncia da sua variacao é de rs35670475 e conforme o banco de dados
dbSNP nédo apresentaria significancia clinica. Apesar de ter sido considerada como
polimorfismo nédo é possivel excluir a possibilidade de causar alteragéo fenotipica. Nao foi
encontrada descri¢cdo desta mutagdo na literatura (54), ndo sendo encontrada também no
banco de dados ExAC.

A mutacdo 48377 encontrada em dois pacientes, localizada no exon 6, que
desencadeou a troca da base citosina por timina; foi descrita pelo mutationtaster como
deletéria e causadora de doengca. A mudanca da base citosina por timina gerou a
mudanca do aminoacido tirosina por um codao de terminacdo (mutacdo nonsense),
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afetando as caracteristicas da proteina trasncrita. Conforme o banco de dados EXAC, este
alelo apresenta frequéncia de 0,009053. A referéncia dessa variacdo € rs144723656 e a
referéncia do transcrito no Genbank € NM_000162 (55) (56) (57). No banco de dados
HGMD ( The Human Gene Mutation Database) esta mutacdo esta descrita com a
referéncia CM004359 e j& foi refereciada na literatura como Y215X, sendo relacionada a
importante reducdoo na atividade da glucoquinase, sendo diagnéstica de MODY GCK
(58) (59).

7.3 Analise da casuistica materna e neonatal conforme alteracdes encontradas no
sequenciamento de DNA.

As gestantes em que foram identificadas com os polimorfismos g.44708C>T e
0.8450C>T quando comparadas com as pacientes sem polimorfismo, ndo apresentaram
P-valor com significancia estatistica referente a avaliacdo das variaveis idade materna,
IMC materno, idade gestacional na resolucdo da gravidez e peso ao nascimento. Também
nao foi observada diferenca em relacdo aos niveis de hemoglobina glicosilada, que foram
discretamente mais elevados no primeiro grupo. Entretanto, salienta-se que o numero
limitado de pacientes acometidos com os polimorfismos ¢g.44708C>T no exon 6, e
0.8450C>T na regido promotora, e com a mutacdo g.48377C>T, identificada no exon 6,
no gene da glucoquinase; foi fator prejudicial para a andlise entre as variaveis e
verificacdo de interferéncia estatistica.

Foi identificada diferenca estatistica (P-valor =0,0478) em relacédo a dose diaria de
insulina prévia a resolucéo. Entretanto, projecdes clinicas ficam restritas considerando-se
gue apenas uma pacientes fez uso de insulinoterapia no grupo do polimorfismo
g.8450C>T, o que poderia ter interferido nestas avaliagoes.

Referente a paciente portadora da mutacdo g.48377C>T no exon 6, diagndstica de
MODY-GCK, foram identificados valores de medianas das varidveis idade e IMC
maternos abaixo da mediana no grupo de pacientes ndo acometidas por esta mutacgao.
Conforme descricdo na literatura esta paciente sinalizaria para o rastreio de pacientes
MODY-GCK, utilizando-se como parametros pacientes DMG com IMC < 30 kg/m e
valores de glicemia de jejum = 55 mmol/L, com altos valores de sensibilidade e
especificidade(23). Foi observado ainda que esta paciente apresentou valores de
hemoglobina glicosilada abaixo da mediana dos resultados apresentados nas pacientes
nao acometidas, indicando bom controle glicémico durante a gestacédo. Relata-se que os
valores de hemoglobina glicosilada néao discriminam adequadamente pacientes com DMG

de pacientes com MODY-GCK (60).
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O recém-nascido dessa paciente pesou 4160 gramas, peso superior ao da
mediana das gestantes ndo acometidas por nenhuma mutacéo cuja valor foi de 33609 (P
25 = 3099g e P 25 = 3869g). Lamentavelmente, a amostra de corddo umbilical desse
recém-nascido nado foi coletada e por consequéncia nao foi realizado sequenciamento
genético deste paciente. Entretanto, pressupde-se que este apresente-se sem alteracdes
referente ao gene da glucoquinase. De acordo com a literatura, em fetos ndo acometidos
de gestantes com alteracdes no gene da glucoquinase, o platd hiperglicémico materno
decorrente do ajuste superior a normalidade da glicemia materna provoca hiperglicemia
fetal com consequente macrossomia fetal. Quando os fetos também sdo acometidos por
alteracdes no gene GCK, apresentam o mesmo ajuste homeostatico elevado para a
glicose que suas méaes, sendo a hiperglicemia materna interpretada pelo organismo como
normoglicemia, o que acarreta em uma nao interferéncia no peso ao nascimento (23).

Os neonatos que apresentaram o0s polimorfismos g.44708C>T no exon 6 e
g.8450C>T na regido promotora, e a mutagdo g.48377C>T, no exon 6 do gene da
glucoquinase ndo apresentaram significancia estatistica em relacdo as pacientes nao
acometidas ao avaliar-se peso ao nascimento e indice de Apgar no primeiro e quinto
minutos. O Unico desfecho adverso observado foi sindrome do desconforto respiratério
em dois recém-nascidos; indicando que apesar da alteracdo genotipica, ndo houve

implicacdo clinica nem desfechos fetais e neonatais adversos.
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7 Conclusoes

Os dados obtidos e analisados no presente estudo permitem as seguintes

conclusdes:

Na presente casuistica, encontrou-se mutacées no gene da glucoquinase em 12
gestantes (9,3%, em relacéo ao total de 128 gestantes), e em nove neonatos (1,2%,
de 72 recém-nascidos em que foi realizado sequenciamento genético).
Evidenciou-se que estas gestantes e seus neonatos beneficiaram-se do controle
glicémico, ndo havendo diferenca em taxa de desfechos adversos maternos e
perinatais em relacdo ao grupo de pacientes ndo portadores de alteracdes
moleculares relacionadas a MODY GCK.

Infere-se que a realizacdo de fluxogramas diagndsticos durante a gestacdo possa
contribuir para melhorar a eficacia na correta classificagdo do Diabete Mellitus,
resultando em intervencdes profilaticas e terapéuticas, e interferindo beneficamente
na evolucdo natural da doenca em gestantes e em seus neonatos.

Sugere-se que sejam realizados estudos populacionais para determinacdo mais
precisa da prevaléncia das alteracdes moleculares ligadas ao gene da glucoquinase

e do impacto do diagndéstico no manejo das pacientes portadoras.
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ANEXO I: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Estudo do polimorfismo genético associado ao
diagndstico de diabetes do adulto de inicio no jovem
(Maturity Onset Diabetes of the Young - MODY) em
gestantes e neonatos.

Nome da Instituig&o: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo—
HCFMRP-USP

Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP

Nome completo da paciente:

Registro da paciente na institui¢ao:

Pesquisadores: Orientadora: Profa Dra Elaine Christine Dantas Moisés
— (16) 3602-2587
Pés-graduanda: Carolina Serri Lépore (FMRP-USP) —
(16) 3602-2583

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O presente Termo de Consentimento Pdés-informado tem a finalidade de convida-la a
participar do estudo “Estudo do polimorfismo genético associado ao diagndstico de diabetes
do adulto de inicio no jovem (Maturity Onset Diabetes of the Young - MODY) em gestantes e
neonatos.” e de solicitar a sua autorizacdo para a coleta de amostra sanguinea, conforme texto a
seqguir:

A senhora, que apresenta o diagnéstico de Diabetes Mellitus, esta recebendo assisténcia
pré-natal no ambulatério de Endocrinopatias em Obstetricia do Setor de Obstetricia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(HCFMRP-USP), onde sera internada no momento oportuno para o parto de seu (sua) filho (a)
pela via mais adequada.

Observa-se que algumas pacientes ndo sao adequadamente classificadas quanto ao tipo
de Diabetes Mellitus que apresentam, pois alguns exames ndo séo feitos rotineiramente. O
objetivo deste estudo é realizar exames para analisar as caracteristicas genéticas relacionadas ao
Diabetes Mellitus das gestantes atendidas neste ambulatério, assim como de seus neonatos.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa, nos iremos colher uma amostra de
sangue da veia do seu braco no dia do seu parto, juntamente aos exames de rotina durante a
resolucdo da gestacdo. Além disso, sera coletada amostra do sangue do corddo umbilical, ap6s
nascimento do seu filho (a) e saida da placenta, para a realizacdo da avaliacdo genética do seu
filho (a).

O Unico inconveniente desta pesquisa sera a coleta de amostra sanguinea através da
puncdo venosa realizada em seu brago durante a sua admissao no Centro Obstétrico do Hospital
das Clinicas da FMRP-USP . A pesquisa nao interferird na conduta clinica e obstétrica a ser
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adotada no caso da senhora e ndo ocasionard riscos adicionais a senhora e ao (a) seu (sua) filho
(a).

Eu me comprometo a identificar os dados coletados a respeito da senhora de modo que
garanta o sigilo e a confidencialidade dos mesmos. Para isso 0s seus registros serdo identificados
por meio do niumero do seu prontuéario médico. A senhora me passara todos os dados de como
posso lhe encontrar e garanto fornecer as informacdes de seu interesse.

Agradeco a colaboracdo, colocando-me a disposicdo para os esclarecimentos que se
fizerem necessério.

Atenciosamente,

Carolina Serri Lépore
HCFMRP-USP, Av. Bandeirantes, 3900, Telefone (16) 3602-2583

Certificado de Consentimento

Eu, , Prontuério: , moradora na
rua , n° , bairro , cidade
, telefone , abaixo assinado, declaro que os

objetivos e detalhes deste estudo foram explicados a mim. Eu entendo que n&o sou obrigada a
participar do estudo e que posso desistir de continuar nele a qualquer momento, sem que isso
prejudigue meu atendimento médico. Meu nome nao sera utilizado nos documentos deste estudo
e a confidencialidade dos meus registros médico garantida.

Tendo recebido as informagdes acima, concordo em participar do estudo “Estudo do
polimorfismo genético associado ao diagnéstico de diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity
Onset Diabetes of the Young - MODY) em gestantes e neonatos” e estou ciente da liberdade de
me expressar durante o mesmo, favoravel ou contrariamente aos procedimentos e de desistir do
estudo em qualquer fase do mesmo.

Declaro que em ...... [ovoiid...... concordei voluntariamente em participar do projeto de
pesquisa acima referido e que fui devidamente informado de todos os detalhes.

Ribeirdo Preto, de de

Assinatura da paciente Assinatura do responsavel legal (se aplicavel)
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ANEXO II: Aprovacao da Comissdo de Pesquisa do Departamento de Ginecologia e

Obstetricia da FMRP-USP

D€ 6e Mg,
= oy N

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

¥
ol ,ﬂMRP"J'us'P

Faculdade do Medicina

Ribeirao Preto, 02 de maio de 2013.

lima. Sra.
Profa. Dra. Elaine Christine Dantas Moisés

Prezada Professora,

O projeto intitulado “Estudo do polimorfismo genético associado ao
diagnostico de diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity Onset Diabetes of
the Young - MODY) em gestantes e neonatos”, protocolado sob n°® 423 de sua
autoria foi analisado pela Comissdo de Pesquisa do Departamento de Ginecologia
e Obstetricia.

Informamos que o projeto foi APROVADO no dia 02/05/13 para ser
desenvolvido em nosso Departamento, devendo ser enviado & Comissao de FEtica
em Pesquisa do Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto para analise, antes do
inicio da coleta de dados.

Atenciosamente,

l/ / /
Prof. Dr. Antonio Alberto Nogueira

Presidente da Comissao de Pesgn”isa do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia — FMRP-USP
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HOSPITAL DAS CUNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
D€ RIBEIRAD PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAD PALLO
— H
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i
PROJETO DE PESQUISA
Ribeirdo Preto.Q 2 de_pan 2043 .
lNustrissima Senhora Sistema UPCn*__6 906

Dr* Marcia Guimaries Villanova
MD. Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Do HCFMRP-USP ¢ da FMRP-USP

Senhora Coordenadora,
!-mnulﬁoanmxooptoydodtmm

Juntamente coma documentag 3o necessdna para avaliagho &ica deste Comité.

O projeto acima mensionado serd desenvolvido no “’WM‘
& SonlaTalc. o 8

Informo também que o pesquisador responsdvel ¢ 0 onentador possuem curriculo Lattes.
O orgamento do presente projeto foi analisado pela equipe técnica da UPC antes da submissdo a0

Comitée foi O paslods -

Equipe Técnica UPC
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isador Wwﬂﬁmmm:m) Matriculs 5148
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HC . Campus Universtano UNIDADE DE PESQUISA CLINICA
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdo Preto SP Fone: (16) 3802.2956 FAX: 3602-2956

ANEXO llI: Aprovacédo do orcamento pela Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP
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Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo

& HOSPITAL DAS CLINICAS DA
. FACULDADE DE MEDICINA DE “Ggrevay > ™
use-miBeiRA0  RIBEIRAO PRETO DA USP -

'PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do polimomismo genético associado ao diagndstico de diabetes do aduito de
Inicio no jovem (Maturity Onset Diabetes of the Young - MODY) em gestantes e

neonatos
Peaqulsador: Caroina Serml Lépore
Area Tematica:
Versao: 3

CAAE: 16624013.6.0000.5440
Institulg3o Proponents: Hospital das Clinicas da Facuidage de Medicing de Ribelrdo Preto da USP -
Patrocinador Princlpal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 402.673
Data da Relatorfa: 27/03/2013

Apresantagao do Projeto:

Diabetes Melitus & 3 alteragdo metabolca mals comum na gestagio, com prevaidncla vanavel de acordo
com 3 populagdo @ métodos diagnosticos. Diabetes monogendtica ou Diabetes do aduito g2 Inicio no jovem
(Maturity-Onset Diabetes of the Young - MODY) consiste em um subtipo ocasionado por defelto primario na
secregdo de insulina geterminado por heranga autossomica dominante, sendo responsavel por
aproximadamente 1 3 2% dos casos. O clagnostico genético de gestantes  neonatos acometidos pode

propiciar manejo especifico, possiliitandgo mefhor prognostico evolutivo da doenga em curto e longo prazo.

Objetivos: Analisar os polimorfismos dos genes envolvidos na patogenia do MODY em gestantes com
diagnostico Diabetes Mellltus & seus neonatos. Metodologia: Estudo transversal, com amosiragem
consecutiva, sendo Incluldas aproxmadamente 400 gestantes dlabéticas em seguimento no Ambuiatério de
Endocrinopatias em Obstetricla do Hospltal das Clinlcas da Faculdade de Medicing de Ribelrdo Preto 3
Universidade de S3o0 Paule, no perfodo de 3gosto g2 2013 3 juino de 2014. Amosiras sanguineas maternas
e g2 corgdo umollical serdo colhidas no momento 90 parto & enviadas para extracdo de DNA 2 reacdo em
cagela ge pollmerase (PCR) para ldentificacdo de polimorismos genéticos. Resultados esperagos: A
determinacio 03 prevaléncia de tals polimorfismos genéticos na populagdo de gestantes € neonatos
permitira 3 estruturagdo de protocoios clinicos de

Enderego: CAMPUS UNWERSITARIO

BaiTo: MONTE ALEGRE CEF: 1a048-500
UF: 5= Munioipio: RISEIRAD PRETO
Teiefone: (15)3502-2228 Fac (15)3533-1144 Emall: cap@horp.umo br
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DE {GREFVA "™
RIBEIRAO PRETO DA USP -

usé - RIBEIRAO

R

Cortrusglio do Parecer 402573

rastreamento gurant2 o pré-natal, aém de permitir Intervencies profiaticas e teraputicas precoces em
criangas, Interferindo benaficaments na evolugdo natural da doenga.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivos

Avallar o perfll genético 0as gestantes diabeticas, assim como de seus neonatos, atendidas no Ambulatorio
de Gestagdo 0e Ao Risco go Depariamento de Ginecologla & Obstetricia do Hospital das Clinicas oa
Faculdade de Madlicina de Ribeirdo Preto-USP.

Objetivos Secundarios:

Avallar o perfll genético das gestantes dlabeticas e de seus n2onatos.

Avallar 3 prevaléncla das fonnas de DM tipo MODY entre as gestantas.

Avallar as taxas de complicagdes maternas 2 perinatals de gestanies com dlagnostico de Diabetes Mailitus
tipo MODY &m comparagio com 0S outros tpos.

Comparar o peso 30 nascimento & as taxas de complicagdes perinatals de neonatos portadores de
marcadores geneticos de Dlabetes Melitus po MODY em relagio 3 neonatos ndo acometigos.

Avallagdo dos Riscos e Baneficlos:

Riscos:

RIsCO 02 hematoma ou f2bite no local da punglo Venosa perfénica materna. N3o ha riscos relacionados 30s
neonatos, |3 que 3s amostras serdo reallzadas apds o nascimento, atraves da coieta g2 sangue de corddo
umbllical & fragmentos ge placanta.

Bensficlos:

Conslderando-se 3 2/2vada prevaldncla o2 Dlabetes Melitus em gestantss e 3 falta de 0ados sobre o
perfigenético destas paclentes & 08 seUs recém-nascioos, justifica-se a realizagdo deste estudo para
Incrementar 05 da300s 43 literatura, propiclando a estruturacdo de protocolos clinlcos e rastreamentos
durant2 o prénatal. Ao mesmo tempo gue permitira o Glagnostico 30 Nascer de crangas portadoras de
marcadores genéticos de Diabetes Medlitus tipo MODY, propiciando Intervencgdes profiaticas e terapeuticas
precoces, Interferindo beneficamente na evolugdo natural da doenga.

Comentarios & Consideragdes sobrs a Pesquisa:
A pesquisa visa Investigar mutagles genéticas associadas com Diabetes Mellitus em mulheres gravidas
com tem esta doenga l0go araves de colelas de sangue l0go apds o paro. Serd analisado

Endersgo:  CAMPUS UNIVERSITARIO

Baimo: MONTE ALEGRE CEP: 14048-500
UF: & Muniolplo: RISEIRAD FRETO
Telefone:  (15)3502-2228 Faxc (1535331144 Emoll: ceap@homp.umo b
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@ HOSPITAL DAS CLINICAS DA
B e FACULDADE DE MEDICINA DE “GGra o™
use-riBeiRA0  RIBEIRAO PRETO DA USP -

Contrusglio do Perecer: 402573

DNA de sangue das mulheres & de sangue ¢o corddo umbllical. Fora 3 coleta de uma amostra de sangue,
ndo havera Interferéncia no tratamento do paciente.

Consideragdes sobre o8 Termos de apresentagao obrigatoria:

O Temo de Consentimento Livre e Esclarecido fof refelto, alendenco o pedido de mudangas sugerkdas no
Darecer anteror.

Racomendagdes:

A pasquisa geve atender 308 fundamenios eticos & centificos pertnentss de 3cordo com 3 Resolugdo CNS
n® 456/2012.

Conclus0es ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:

O projeto ge pesguisa, assim como o TCLE, vers3o 3.0 datada em 26/03/13 podem ser consloerados
aprovados.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Nacsesslta Apreclagao da CONEP:

Ndo

Consglderagdes Finals a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a leglslagdo vigente, devem ser encaminhados 30 CEP, relatonios parclas
anuals referantes 30 andamento 03 pesquisa & relatorio inal 3o término do frabaho. Qualquer modifcagdo
do projeto onginal dave ser apresentada a este CEP em nova vers3o, de forma odjetiva 2 com Justificativas,
para nova apreciagdo.

RISEIRAQ PRETO, 23 g2 Setembro de 2013

Assinador por:

MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
{Coordenador)

Endersgo: CAMPUS UNNERSITARIC

Bakro: MONTE ALEGRE CEP: 1ap48-500

UF: &F Munioiplo: RISERAD PRETO

Telefone: (15)38502-2228 Fac (15)3532-1142 E-mall: cep@horp.usp be
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ANEXO V: QlAamp® DNA Mini and Blood Mini kit

PROTOCOLO EXTRACAO DE DNA — utilizando centrifuga comum
Sangue total: 200 ul — (~ 4 a 12 ug)

1.

O N o a A~ WD

10.

11.

12.

Pipetar 10 ul de proteinase K em um eppendorf de 1,5 ml

Adicionar 200 ul de sangue total

Adicionar 200 ul de tampdao AL e vortexar por 15”

Incubar a 56 °C por 10 min

Centrifugar rapidamente para retirar gotas da tampa do tubo

Adicionar 200 ul de etanol absoluto e vortexar por 15™

Centrifugar rapidamente para retirar gotas da tampa do tubo

Aplicar cuidadosamente a mistura do passo 6 na coluna QlAamp e centrifugar a 8000 rpm
por 1 min. Coloque a coluna em um tubo coletor novo e descarte o tubo contendo o filtrado
Abrir cuidadosamente a coluna e adicionar 500 ul de tampdo AW1, tampe e centrifugar a
8000 rpm por 1 min. Coloque a coluna em um tubo coletor novo e descarte o tubo contendo
o filtrado

Abrir cuidadosamente a coluna e adicionar 500 ul de tampdo AW2, tampe e centrifugar a
14000 rpm por 4 min. Coloque a coluna em um tubo coletor novo e descarte o tubo
contendo o filtrado.

Centrifugar a 14000 rpm por 1 min. Identificar o tubo de 1,5 ml novo com o nimero da
amostra. Corte a tampa da coluna e coloque-a no tubo identificado. Adicionar 200 ul de AE
ou &gua para injecdo. Aguardar de 1 a 2 min e centrifugar a 12000 rpm por 2 min.
Quantificar o DNA eluido

87



ANEXO VI: PROTOCOLO DE PRECIPITACAO POR ETANOL / EDTA / ACETATO DE
SODIO

10 pL de reacgdes de sequenciamento

Tirar as amostras do termociclador e dar um leve spin.

Ligar a centrifuga e acionar a opcdo FASTCOOL para quando colocar a placa nela, ja estar a 4

graus.
1.

o a > w

10.
11.

12.

Adicionar 1uL de EDTA 125mM em cada well. NOTA: Assegure-se que o0 EDTA esteja no
fundo do well.

Adicionar 1pL de acetato de sodio 3M em cada well. NOTA: Assegure-se que 0 acetato
esteja no fundo do well.

Adicionar 25 pL de Etanol 100% em cada well.

Selar a placa com septa e inverter 4x.

Incubar em temperatura ambiente por 15 minutos.

Colocar a placa na centrifuga a 3000 rpm por 30 minutos a 4°C. Seguir para 0 proximo
passo imediatamente. Se isto ndo for possivel, assim que voltar ao experimento, dé um spin
na placa por mais 2 minutos imediatamente antes de iniciar o proximo passo.

Retirar a septa da placa e inverté-la com papel absorvente até que o papel ndo esteja mais
umido.

Adicionar 35uL de etanol 70% gelado.

Recolocar a septa

Colocar novamente na centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos.

Retirar a septa da placa e inverté-la com papel absorvente até que o papel ndo esteja mais
umido.

Para continuar, ressuspender as amostras no tampéo de injecdo (FORMAMIDA)

Para estocar, cobrir com folha de aluminio e armazenar a temperatura ambiente.

Sequenciador: ABI 3500 XL — servigo prestado pelo Nucleo de Servigos em Biotecnologia (NSB)

Hemocentro Ribeirdo Preto.

88



ANEXO VI: ARTIGO

Estudo de alteragcbes moleculares no gene da Glucoquinase (GCK) associado ao
diagnéstico de diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity Onset Diabetes of
the Young - MODY) em gestantes e neonatos

Resumo

Introducdo: Diabetes Mellitus é a alteracdo metabdlica mais comum na gestagdo, com
prevaléncia variavel de acordo com a populagcdo e métodos diagndésticos. Diabetes
monogenética ou Diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity-Onset Diabetes of the
Young - MODY) consiste em um subtipo ocasionado por defeito primario na secrec¢éo de
insulina determinado por heranca autossémica dominante, sendo responsavel por
aproximadamente 1 a 2% dos casos. O diagnostico genético de gestantes e neonatos
acometidos pode propiciar manejo especifico, possibilitando melhor progndstico evolutivo
da doenca em curto e longo prazo. Objetivos: Analisar alteragcdes moleculares do gene
GCK em gestantes com diagnoéstico de Diabetes Mellitus e em seus neonatos. Casuistica
e Métodos: Foram coletadas 200 amostras (128 gestantes com diagndstico de Diabetes
Mellitus atendidas no Ambulatério de Endocrinopatias em Obstetricia do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia do HCFMRP-USP; e 72 neonatos destas respectivas
pacientes). Foram coletados 05 mL de sangue venoso materno e da veia umbilical apés o
parto e enviadas para extracdo de DNA e reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para
identificacdo de alteracdes moleculares no gene GCK. Resultados: Do total de 200
amostras (128 maternas e de 72 neonatos), foram encontradas alteracdes em 21 ( 10,6
%), sendo 12 amostras maternas (6,0 %) e 9 amostras de nenonatos (4,5 %). Observou-
se ainda que um neonato apresentou duas mutacdes diferentes, e que foi encontrada a
mesma mutacdo em 4 bindmios materno-fetais. Através do sequenciamento do DNA,
foram identificados dois polimorfismos e uma mutacdo deletéria diagnéstica de MODY
GCK. Conclusdes: Os dados desse estudo permitem concluir que a realizacdo de uma
selecdo de pacientes com base nos critérios fenotipicos do MODY GCK, resultam em
maior chance de diagnéstico de alteragcbes no gene da glucoquinase e propiciam
intervencdes profilaticas e terapéuticas para o bindmio materno-fetal, interferindo
beneficamente na evolugao natural da doencga.
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Introducéo

O Diabete Mellitus (DM)
consiste em uma sindrome
metabolica crdnica, caracterizada
pela hiperglicemia como sintoma
principal; ndo é uma entidade Unica
e sim um grupo heterogéneo de
distarbios, nos quais existem
distintos modelos genéticos, bem
como outros mecanismos
etiologicos e fisiopatolégicos que
induzem a reducéo da tolerancia a
glicose (1) (2).

A disglicemia € a alteragdo
metabdlica mais comum na
gestacdo. A prevaléncia de
disglicemia durante a gravidez
pode ser de até 13%,
correspondendo a 0,1% de
diabetes tipo 1 (DM1), 2 a 3% de
diabetes tipo 2 (DM2) e 12 a 13 de
diabetes gestacional (DMG),
dependendo dos critérios
diagnésticos  utilizados e da
populacao estudada (2).

O Diabetes mellitus
gestacional (DMG) é definido como
intolerancia a glicose, de gravidade
variavel, que aparece ou ¢é
primeiramente diagnosticada
durante a gravidez (3). Sua
fisiopatologia consiste em aumento
progressivo de resisténcia a
insulina durante a gestacao (4).
Este €& decorrente ao efeito
antagonico do hormonio lactogénio
- placentario produzido em niveis
elevados, efeito anti-insulinico
ocasionado pelo cortisol, estriol e
progesterona  produzidos pela
placenta;, e pelo aumento no
catabolismo da insulina na
placenta e rins (5).

O manejo do Diabetes
mellitus durante a gestacdo é
direcionado no  sentido de
supervisionar e controlar 0
metabolismo glicémico, evitando-
se a hiperglicemia, que esta

correlacionada ao aumento dos
riscos maternos e perinatais.

Diabetes monogenética ou
MODY (Maturity-Onset Diabetes of
the Young) consiste em um subtipo
do Diabetes Mellitus caracterizado
por inicio entre as idades de 9 a 25
anos ocasionado por defeito
primario na secre¢do de insulina,
ocorre transmissao por heranca
autossdmica dominante (AD); e
corresponde a aproximadamente 1
a 2% dos pacientes com DM (6).
Atualmente, sdo conhecidos dez
defeitos genéticos responséaveis
pelo desenvolvimento de MODY; o
diagnostico é realizado através do
sequenciamento de DNA (7).

O MODY GCK corresponde a
1% das pacientes com DMG (8).
Ocorre por alteragdo no gene da
glucoquinase, chave enzimatica
reguladora das células B
pancreaticas (9); com reducédo de
sua atividade, e resultando em
hiperglicemia leve e cronica com
leve alteragdo nos niveis de
glicemia em jejum e da
hemoglobina glicosilada, com boa
resposta a dieta e atividade fisica.
Em consequéncia do adequado
controle metabdlico, as lesdes
microvasculares séao raras. Por
outro lado, se associado a outros
fatores de risco como obesidade, o
processo para desenvolvimento de
DM 2 ocorre superposto ao defeito
na glucoquinase; impondo-se
nesse ponto 0 tratamento
farmacolégico (10).

Casuistica e Métodos
Pacientes e métodos

O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do

Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da
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Universidade de Sao Paulo. Todas
as pacientes que participaram do
estudo foram informadas sobre o
protocolo de pesquisa executado,
sendo obtido o consentimento livre
e esclarecido. Ressalta-se que
esta pesquisa nao interferiu na
conduta clinica adotada nos casos.

A casuistica foi formada por
128 gestantes com diagnéstico de
Diabetes Mellitus atendidas no
Ambulatério de Endocrinopatias
em Obstetricia do Departamento
de Ginecologia e Obstetricia do
HCFMRP-USP; e 72 neonatos
destas respectivas pacientes.

Os critérios de inclusédo
adotados foram: gestantes
diabéticas que fizeram seguimento
no Ambulatério de Endocrinopatias
em Obstetricia (AENDOB) do
Departamento de Ginecologia e
Obstetricia do HCFMRP-USP. Os
critetrios de exclusdo foram:
pacientes que ndo apresentaram
diagnoéstico de Diabetes Mellitus;
e/ou que n&o concordaram em
participar do estudo ou nao
assinaram o} “Termo de
consentimento pés-informado”. Os
critérios de descontinuidade foram:
pacientes que desistiram de sua
participacéo ao longo do estudo.

Dados epidemiolégicos foram
coletados em protocolo-padréo,
avaliando os parametros de idade,
hébitos de vida, wuso de
medicamentos, dados
antropométricos, paridade, idade

gestacional, informacdes ultra-
sonograficas sobre alteracdes
fetais elou placentarias,

complicagbes maternas ou fetais
durante o pré-natal, complicacdes
perinatais, dados sobre os recém-
nascidos no nascimento como
peso, estatura e indice de Apgar.

Coleta de amostras bioldgicas

Foram coletados 05 mL de
sangue venoso materno e da veia
umbilical apés o parto e enviadas
para extracdo de DNA.

Extracdo de DNA e PCR
convencional

O DNA gendmico foi extraido
do sangue total congelado por
meio do kit QIAmp DNA Blood mini
kit (cat 51106 - QIAGEN,
Germantown, USA) segundo as
instrucdes do fabricante. Apds a
extracdo, o DNA foi quantificado
por espectrofotometria, utilizando o
equipamento NanoDrop (Thermo
Scientific,  Wilmington, USA),
diluido na concentragdo de 20
ng/ul  para ser utilizado nas
reacoes de PCR (reacdo em
cadeia da polimerase) dos exons
do gene GCK. As reacdes de PCR
foram realizadas em volume final
de 25 pul, com concentracdo de
cloreto de magnésio de 1,5mM, 15
pmoles de primers e 1 unidade de
taq polimerase. As condicbes de
ciclagem foram: desnaturagéo
inicial a 95°C,40 ciclos (95°C por
30 segundos, 60°C por 1 minuto e
72° por 1 minuto) e extenséo final
de 10 minutos a 72°C. As
sequencias dos primers Foward e
Reverse de cada um dos exons
encontram-se na tabela a segquir.
Todos 0Ss primers foram
sintetizados pela empresa
Invitrogen e foram desenhados
com a cauda M13 com sequencia
(M13F— TGTAAAACGACGGCCAGT,
e M13R -
CAGGAAACAGCTATGACC) para as
posteriores reacoes de
sequenciamento.
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Tabela 1: Sequéncias dos primers Foward e Reverse dos exons

EXON DNA Forward and Reverse Primer sequences Size
conc. (bp)
(ng/ul
)
1 10 GCKex1F and GCKex1R TCCACTTCAGAAGCCTACTG TCAGATTCTGAGGCTCAAAC 195
2 10 GCKex2F and GCKex2R GGGGTCAGAAGACAGAAGGA AGAGGAGCCAAGGGTGAGA 511
3 10 GCKex3F and GCKex3R TAATATCCGGGCTAGTACC CTGAGATCCTGCATGGCCTTG 331
4 10 GCKex4F and GCKex4R TAGCTTGGCTTGAGGCCGTG TGAAGGCAGAGTTCCTCTGG 308
5 10 GCKex5F and GCKex5R TCACTCACGGCAAAGCA TGGAAGCCAAGGAGAAAGG 634
6 10 GCKex6F and GCKex6R TGAGAGACGCTATCAAACG GGCTCTGCTCTGACATCACC 358
7 10 GCKex7F and GCKex7R CCATTGTTCCAGACAAAGCA CAAGCCATTATCTGCAATG 436
8 10 GCKex8F and GCKex8R CATTTCTAAAGCTCGGCTCAT TGTCCTGTCCCAGCCTCCT 634
9 10 GCKex9F and GCKex9R CTTTGGCTGGGTGAGGTG AGGGGGACGAGAAGAGGAC 574
10 10 GCKex10F and GCKex10R CCTCTTCTCGTCCCCCTTG ATGGAGGCCTGGGTGCTGT 360
PROM 10 GCKexpromF and GCKexpromR GCTCGGCATTTCCTGCT AGTCAGGCTGCCAAGAGGT 7 512

Os produtos de PCR de cada
um dos exons foram checados por
eletroforese em gel de agarose a
2% contendo brometo de etideo e,
apos verificacdo de qualidade para
0 sequenciamento procedeu-se a
reacao de sequenciamento com 0s
primers M13 foward e reverse
citados anteriormente.

Sequenciamento

As reacoes de
sequenciamento foram realizadas
utilizando o kit Big Dye Terminator
v3.1 cyclesequencing kit (cat
4337457 - Life Technologies,
Waltham - USA, segundo as
instrucdes do fabricante,) e os
primers M13 foward e reverse.
Apoés a reacdo de sequenciamento,
as amostras foram precipitadas e
levadas ao Nucleo de Servicos em
Biotecnologia (NSB) do
Hemocentro de Ribeirdo Preto. Do
total de 200 amostras, 170 foram
sequenciadas no aparelho
ABI3500XL  (AppliedBiosystems,
Waltham - USA); e as 30 demais
amostras no Sequenciador de
Nova Geragdo MiSeq, utilizando o
kit MiSeq V2 (500 ciclos) com
preparo dos painéis seguindo a
metodologia  TruSeq Custom
Amplicon (lllumina).

Anélise

As sequéncias geradas
foram analisadas com o programa
CodonCodeAligner v5.1.4 (Codon
Code Corporation
(http://www.codoncode.com), com
énfase na regido de exon dos
produtos de PCR e as alteracbes
encontradas verificadas com a
ferramenta mutationtaster
(http://www.mutationtaster.org/), e
posteriormente correlacionadas
com o0s aspectos clinicos dos
pacientes.

Resultados
Caracterizacao da amostra
materna

Foram avaliadas 128
gestantes que realizaram
acompanhamento pré-natal no
Ambulatério de Gestacdo do
Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP.

Os exames laboratoriais,
realizados para a avaliagao
funcional dos sistemas/6rgaos
hematolégico, renal, hepatico e
endacrino, nao mostraram
importantes alteracdes em relacao
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a normalidade, exceto pela
avaliacdo do metabolismo glicidico
no grupo de diabéticas.

Das 128 gestantes avaliadas,
apenas 16 apresentaram
diagnostico de Diabetes Mellitus
isolado (Tabela 2).

(19,0%). A mediana da estatura foi
de 49,5 centimetros e os percentis
25 e 75 de 48 e 50,5 centimetros.
A mediana dos indices da escala
de Apgar no primeiro minuto foi de
9 e no quinto 10; e as percentis 25
e 75 foram respectivamente de 7e
9; 9 e 10 (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo de peso ao nascimento.

Tabela 2: Distribuicdo do niumero de casos dee pacientes com Diabetes

Mediana P25-P75

Mellitus Gestacional, segundo comorbidades associadas

i Peso (gramas) 3365 3115 - 3870
Patologia materna N 0 i
Estatura (centimetros) 49,5 48 — 50,5

Hipertens&o arterial i@c}ic‘é de Apgar no primeiro 7-9
sistémica 24 minuto 9
Hipertenséo arterial iddice de Apgar no quinto 9-10
gestacional 13 minuto 10
Obesidade 71 Tt 121 100
Dislipidemia 22 19,6
Pré — eclampsia 09 No periodo neonatal
Anemia materna 4 prggoce, 12 recém-nascidos
Hipotireoidismo 1 agfgsentaram hipoglicemia
Hipertireoidismo 2 _(41 7:?%), nove dese_nvolveram

icfeficia com necessidade de

Sindrome dos ovarios
policisticos 2
Infeccdo urinaria de

repeticdo 1
Outros* 52

trathmento com fototerapia
(31,0%), um neonato desenvolveu
polcitemia (3,4%), cinco
apresentaram Sindrome do

dgsgonforto respiratério (17,2%),

Total de casos

avaliados 128

internacdo em Centro de Terapia
Intensiva (3,4%) e um paciente

*Qutros: epilepsia, Deficiéncia de
proteina S, Mutacado do fator V de Leiden
com Trombose Venosa Profunda, Asma,
Depresséao grave, Condilomatose,
Leiomiomatose, Aborto de repeticdo,
Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide,
Utero bicorno, Colonizacédo S. Agalactiae,
Idade Materna Avancada, Incompeténcia
Istmo-cervical, Neoplasia Intracervical e
nefrolitiase.

Caracterizacdo da amostra dos
recém-nascidos

Foram avaliados 72
neonatos, a mediana do peso ao
nascimento foi de 3365 gramas, 23
recém-nascidos foram
considerados macrossémicos

evoluiu para ébito neonatal (3,4%).

Resultados do sequenciamento
do DNA.

Do total de 200 amostras
(128 maternas e de 72 neonatos),
foram encontradas alteracdes em
21 ( 10,6 %), sendo 12 amostras
maternas (6,0 %) e 9 amostras de
neonatos (4,5 %). Observou-se
ainda que um neonato apresentou
duas mutacdes diferentes, e que
foi encontrada a mesma mutagéo
em 4 bindbmios materno-fetais.
Através do sequenciamento do
DNA.
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Foram identificados  dois
polimorfismos e uma mutagao
deletéria diagnostica de MODY
GCK (Tabela 4).

Tabela 4: Alteragcdes no DNA baseado no
Ensemble transcript ID — ENST 00000403799

Nimero de Mutac¢des no Exon

pacientes DNA

Polimorfismo 6
13 heterozigoto
g.44708C>T

Polimorfismo Regido
heterozigoto
7 g.8450C>T

promotora

Mutacao 6
provavelment
e deletéria
2 0.48377C>T

Caracterizagdo da casuistica
materna conforme alteracdes
encontradas no sequenciamento
de DNA

Das 128 gestantes
incluidas  neste  estudo, foi
encontrado polimorfismo

heterozigoto, g.44708C>T, exon 6
em seis pacientes, polimorfismo
heterozigoto, g.8450C>T, regido
promotora em cinco pacientes e
mutacdo g.48377C>T, identificada
no exon 6, diagnéstica de MODY-
GCK em uma gestante.

Referente aos
polimorfismos 0.44708C>T
identificado no exon 6, e
0.8450C>T na regido promotora do
gene da glucoquinase; ao
avaliarmos as variaveis idade
materna, IMC materno, idade
gestacional na resolugcdo da
gravidez, e peso ao nhascimento;
observou-se os valores de
mediana e percentis 25 e 75
encontraram-se semelhantes com
os valores de mediana e percentis

25 e 75 nas pacientes em que néo
foi identificada nenhum tipo de
alteracao no gene GCK, e que o P-
valor ndo apresentou relevancia
estatistica.

Quanto a variavel
Hemoglobina glicosilada, observa-
se que os valores de mediana e
percentis 25 e 75 nas pacientes
com polimorfismo encontram-se
discretamente superiores que 0s
mesmos valores nas pacientes em
gue nao identificou-se nenhum tipo
de polimorfismo; entretanto, o P-
valor ndo apresentou significancia
estatistica .

Relevante a variavel dose
didria de insulina prévia a
resolucdo, foi identificado P-valor
de 10,0478 com presenca de
relevancia estatistica, e valores de
mediana e percentis 25 e 75 mais
elevados em comparacdo com o0s
valores de dose diaria de insulina
prévia a resolucdo nas pacientes
sem polimorfismos no gene da
glucoquinase .

A mutacdo g.48377C>T,
diagnéstica de MODY-GCK,
identificada no exon 6 do gene da
glucoquinase, foi identificada em
apenas uma (gestante. Essa
paciente possuia idade de 22 anos
e IMC de 27,7 Kg/m?, menores que
os valores de mediana e percentis
25 e 75 nas gestantes que néo
apresentaram alteracées no gene
da glucoquinase (31 anos e 33,5
27,7 Kg/m?, respectivamente). Seu
controle glicémico foi alcancado
durante o pré-natal com dose total
de insulina prévia ao parto de 38
Ul. O wvalor de hemoglobina
glicosilada foi de 4,8%, sendo
menor que os valores de mediana
e percentis 25 e 75 das gestantes
gue ndo apresentaram mutacéo. A
resolucdo da gestacdo ocorreu via
parto vaginal com 40,2 semanas
de idade  gestacional, nao
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ocorrendo complicagbes no
periodo puerperal. Contudo, 0 peso
ao nascer da crianca foi de 4160 g,
sendo superior ao da mediana e
percentis 25 e 75 das gestantes
gue nao apresentaram mutacao.

Caracterizacdo da casuistica
neonatal conforme alteragbes
encontradas no sequenciamento
de DNA.

Dos 72 recém-nascidos
genotipados neste estudo, foi
encontrado polimorfismo
heterozigoto, g.44708C>T no exon
6 em sete pacientes, polimorfismo
heterozigoto, g.8450C>T na regiao
promotora do gene da
glucoguinase em dois recém-
nascidos; e um destes neonatos
também  apresentou  mutacao
0.48377C>T, identificada no exon
6, diagndstica de MODY-GCK.

Ao comparar-se a variavel
peso ao nascimento, 0s pacientes
gue apresentaram o polimorfismo
0.44708C>T identificado no exon 6
do gene da glucoquinase,
observou-se que os valores de
mediana e percentis 25 e 75
encontraram-se superiores aos dos
pacientes sem alteracdes no gene
da glucoquinase e aos pacientes
com polimorfismo ¢.8450C>T na
regido promotora do gene GCK;
entretanto nao foi identificada
significancia estatistica ( P-valor de
0,6457). Quanto as variaveis Apgar
de primeiro e quinto minutos, néo
houve diferencas entre os valores
de mediana e percentis 25 e 75, e
P-valor entre o0s pacientes com
polimorfismo e os ndo acometidos .

Em relagdo as variaveis
tocotraumatismo, hipoglicemia,
ictericia, policitemia, hipocalcemia,
Sindrome de Desconforto
Respiratorio, Obito neonatal e
internagcdo em Centro de terapia

intensiva, nao identificou-se
significancia estatistica (P-valor)
entre 0S pacientes com
polimorfismo 0.44708C>T,
polimorfismo g.8450C>T e entre os
pacientes sem acometimento do
gene na glucoquinase. O Unico
desfecho neonatal adverso
encontrado entre 0os pacientes com
os polimorfismos g.44708C>T e
9.8450C>T foi Sindrome de
Desconforto Respiratorio em
apenas um paciente em cada .
Quanto ao recém-nascido
em que foi identificada a mutagéo
0.48377C>T, no exon 6 do gene
GCK; apresentou indice de Apgar
de primeiro e quinto minutos de 9 e
10, respectivamente, peso ao
nascer de 4105,0 gramas e nao
decorreu com intercorréncias no
periodo neonatal. Ao compararmos
com os pacientes ndo acometidos
por alteracbes no gene da
glucoquinase, observou-se oS
valores de mediana e percentis 25
e 75 foram superiores em relacéo a
variavel peso ao nascimento, e
semelhantes quanto as variaveis
Apgar de primeiro e quinto
minutos. Ademais, este neonato
acometido com a mutacdo
g.48377C>T, ndo apresentou 0s

defechos tocotraumatismo,
hipoglicemia, ictericia,
hipocalcemia, policitemia,
Sindrome de Desconforto

Respiratorio, ndo foi encaminhado
para Centro de terapia intensiva e
nao evoluiu para Obito no periodo
neonatal.

Discussao

Caracterizacdo das casuisticas
materna e neonatal

A gestantes incluidas neste

estudo fizeram acompanhamento
de pré-natal no Ambulatério de
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Gestacgéo de Alto Risco, sendo que
apenas sete pacientes tiveram
seus partos em outro local que néao
o Centro Obstétrico do Hospital
das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP.
A mediana do numero total de
consultas das pacientes durante o
pré-natal foi considerada
adequada, de acordo com o0s
critérios estabelecidos para pré-
natal de um modo geral pelo
Manual Técnico Pré-natal e
Puerpério do Ministério da Saude
(2015) que prevé um minimo de 6
consultas de pré-natal, sendo pelo
menos uma no primeiro, duas no
segundo e trés no terceiro trimestre
gestacional (11).

A idade mediana das
pacientes foi de 31 anos,
ligeiramente superior a encontrada
em pesquisas brasileiras
populacionais em gestantes que
variaram de 25,6 a 25,7 anos de
idade (12) (13) (Nascer no Brasil -
2012).

Quanto a paridade, 27
(21,1%) pacientes eram
primigestas, 38 (29,2%) eram
secundigestas e 63 (49,2%) tinham
trés ou mais gestacdes anteriores;
portanto a taxa de multiparidade,
considerando trés ou mais
gestacdes anteriores, mostrou-se
maior quando comparada com a
pesquisa Nascer no Brasil de
2012, que foi de 10,4 % (12). Esta
pesquisa foi um estudo nacional de
base hospitalar, que incluiu durante
o periodo de fevereiro de 2011 a
julho de 2012, 24.197 puérperas e
seus recém-nascidos.
Considerando a mesma pesquisa,
nossa taxa de pacientes tabagistas
foi semelhante, ja que
encontramos 6,2% de gestantes
gue referiram fumar cigarros
durante a gestacao, similar a 7,0%
descrito na pesquisa acima (13).

Apenas uma (gestante referiu
etilismo e drogadicdo durante a
gravidez

Quanto ao indice de massa
corporal (IMC), apenas 21% delas
apresentaram-se na faixa
considerada ideal e 79% das
pacientes apresentavam-se entre
sobrepeso e algum grau de
obesidade. Conforme dados da
literatura, ocorre aumento do risco
em 4 a 8 vezes de gestantes
obesas em desenvolver DMG (15)
(16). Ademais, obesidade e DMG
estdo associados como fatores
independentes e ainda com maior
impacto quando combinados com
macrossomia fetal e
desenvolvimento de pré-eclampsia
(17). Na nossa casuistica, 26,9%
das gestantes desenvolveram pré-
eclampsia.

Dentre as outras
comorbidades mais prevalentes,
esteve a dislipidemia (19,6%); em
especial a hipertrigliceridemia, que
€ associada a resisténcia a insulina
nas pacientes com DMG (18); e as
intercorréncias hipertensivas
(hipertenséo arterial cronica,
hipertensdo gestacional e pré-
eclampsia) que totalizaram 30,9%
das comorbidades associadas e
gue estdo correlacionadas com os
niveis glicémicos no momento do
diagnéstico do DMG e apos
instituicdo do tratamento (19).

Os valores do Teste de
tolerancia oral a glicose
apresentaram valores de mediana
acima do esperado em todas as
medidas corroborando 0
diagnostico de DMG,; entretanto, 0os
resultados de hemoglobina
glicosilada encontraram-se dentro
de valores aceitaveis, indicando
controle adequado durante o pré-
natal. De acordo com a literatura, a
avaliagdo através da hemoglobina

z

glicosilada € um método auxiliar
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eficaz em traduzir o controle
glicémico durante a gestacdo
(20)(21) e valores abaixo de 6.0 %
podem sem atingidos com o
manejo do DMG sem causar
hipoglicemia (22). Além dos
resultados do perfil glicémico, a
avaliacao laboratorial das
gestantes encontrou-se com
resultados normais de maneira
uniforme.

Durante o tratamento das
gestantes, 56,3% das pacientes
atingiram valores adequados de
glicemia pré e poés-prandiais
somente com acompanhamento
nutricional, realizacdo de dieta e
mudanca do estilo de vida; o que
representou indices abaixo dos
estipulados pela ADA (American
Diabetes Association) de 70 a 89%
(23). Enquanto 43,7%
necessitaram de tratamento
farmacologico complementar
(42,9% com insulinoterapia e
0,78% com hipoglicemiantes orais).
A mediana da idade gestacional de
inicio da insulinoterapia foi de 29,4
semanas; e € descrito que os
desfechos gestacionais séo
similares quando o tratamento é
iniciado entre 24 a 29 semanas ou
acima de 30 semanas de idade
gestacional (22).

No nosso grupo de pacientes,
um importante desfecho
gestacional foi a taxa de
macrossomia (19%) que esteve
dentro do descrito na literatura de
15 a 45% (18) 34. Outras
complicagcbes foram polidramnio
(46%) e Obito fetal (8,0%) e
restricio de crescimento intra-
uterino (RCIU) (4%). A RCIU esta
menos associada com gestacdes
diabéticas, mas é descrita com
pacientes  com complicacbes
vasculares e ma  perfuséo
placentaria, provavelmente
decorrente dos indices glicémicos

ja aumentados no  primeiro
trimestre que interfeririam na
placentagcéo adequada (7) (10).

Macrossomia fetal esta
relacionada ao aumento das
inducdes de trabalho de parto e de
partos operatorios (cesarianas ou
vaginais instrumentalizados), e dos
partos cesariana em carater de
urgéncia (9) (35). Na nossa
casuistica os trabalhos de partos
induzidos (74,5%) e as resolucdes
via cesariana (59,2%) foram
maioria, e 60,6% das resolucbes
via alta foram em carater de
urgéncia.

Descreve-se que as indugdes
de parto proximo ao termo tem sido
uma alternativa para evitar
macrossomia  fetal e  suas
complicagbes; e que a indicacdo
de resolucdo deve pesar a idade
gestacional, salientando-se que a
maturidade pulmonar fetal em
gestacOes diabéticas € mais lenta
e ocorre préximo a 38.5 semanas;
e o Indice de Bishop, que quando
26 apresenta maior taxa de
sucesso e menor indicacdo de
cesareas por falha de inducéo (8)
(13).

No nosso estudo, de 70
pacientes em que foi indicada a
inducdo do trabalho de parto,
apenas 30 pacientes (42,8%) teve
evolucdo para parto normal. A
mediana da idade gestacional nas
inducdes foi de 39.2 semanas, e 0s
Percentis 25 - 75 foram de 39.0 —
40.0 semanas. Apenas seis
pacientes tiveram sua inducdo de
trabalho de parto iniciada antes de
38 semanas e duas das indicacdes
foram oligoamnio e
corioamniorrexe prematura pré-
termo.

A taxa encontrada de
resolucdes via alta no nosso
estudo foi comparativamente maior
a descrita no Brasil em pacientes

97



com risco obstétrico habitual de
45,5% (12); e semelhante as taxas
mundiais para pacientes com DMG
de acima de 50% (26).

Apenas 4,9% das gestantes
apresentaram complicacées no
periodo puerperal e todas tiveram
alta hospitalar acompanhadas de
seus recém-nascidos.

Quanto aos dados dos
recém-nascidos, a mediana do
peso ao nhascimento foi de 3365
gramas, e 23 recém-nascidos
foram considerados
macrossémicos (19,0%). A
mediana da estatura foi de 49,5
centimetros e os percentis 25 e 75
de 48 e 50,5 centimetros. Sabe-se
que o risco de recém-nascidos
grandes para a idade gestacional &
trés vezes maior em gestacoes
com diabetes em comparacdo a
gestacbes normais (24). Nas
gestacdes diabéticas, os fetos
macrossdmicos desenvolvem um
padrdo de supercrescimento, que
resulta em deposicdo de gordura
subcutanea na regido abdominal e
interescapular (37). De acordo com
a  Hipotese Modificada  de
Pedersen, a fisiopatologia da
macrossomia fetal decorre da
hiperinsulinemia e hiperglicemia
fetais decorrente da hiperglicemia
materna, levando ao acumulo de
tecido adiposo fetal (24).

Ademais, fetos
macrossémicos estéo relacionados
a complicacdes durante o trabalho
de parto, cesarianas de
emergéncia e atonia uterina pos-
parto (28). Na nossa casuistica,
mais da metade das cesarianas
foram em carater de urgencia
(60,6%), 12 (16,9%) indicacbes de
resolucdo via alta foram devido a
falha de inducao, dez (14,0%) por
parade secundaria da dilatacédo e
em seis (8,4%) por feto grande
para a idade gestacional. Apenas

uma paciente apresentou atonia
com sangramento vaginal
aumentado no pdés-parto, o recém-
nascido desta paciente pesou
4.060g e teve score no indice de
Apgar de 8/9 no primeiro e quinto
minutos. Descreve-se na literatura
gque o risco de hemorragia pos-
parto e de lesbes do canal de parto
aumenta de trés a cinco vezes nos
casos de fetos macrossOmicos
(29).

Sabe-se que o indice de
Apgar é afetado por muitos fatores,
dentre eles a idade gestacional,
medicamentos maternos,
reanimacao cardiorrespiratoria e
condicbes neuroldgicas; e apesar
de ndo ser um preditor isolado de
mobidade e mortalidade perinatal,
quando devidamente aplicado €
capaz de fornecer as condi¢cdes do
neonato imediatamente apds o
nascimento; além disso, valores no
quinto minuto acima de 7 afastam
risco de encefalopatia neonatal. No
nosso estudo, a mediana no
primeiro minuto foi de 9 e no quinto
minuto de 10, sendo os percentis
25 e 75 foram respectivamente de
7 e 9; 9 e 10, indicando boa
vitalidade pds-natal (30).

Quanto as complicacdes
perinatais decorrentes da
macrossomia, descreve-se que
fetos ao nascimento com peso
acima de 4.500 g apresentam risco
seis vezes maior de trauma
decorrente do parto e 20 vezes
maior de lesdo de plexo braquial
(41) (42). No nosso contingente
apenas um parto teve como
complicacdo distocia de ombro;
neste caso 0 neonato pesou 4.120
g e teve score no indice de Apgar
de 5/8 no primeiro e quinto
minutos, e ndo apresentou outras
complicagbes durante a internagao.

Ainda no quesito das
complicagbes perinatais, 0s mais
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prevalentes sdo a hipoglicemia

neonatal decorrente da
hiperinsulinemia fetal reativa a
hiperglicemia materna, a

policitemia que decorre do maior
aporte necessario de oxigénio aos
fetos macrossomicos cursando
com aumento da eritropoiese; e da
ictericia neonatal decorrente da
clivagem dessas hemacias, e
também devido a prematuridade
(38). Entre nossos pacientes, 12
recém nascidos apresentaram
hipoglicemia (41,3%), nove
desenvolveram ictericia com
necessidade de tratamento com
fototerapia (31,0%), um neonato
desenvolveu policitemia (3,4%).

Os neonatos de maes
diabéticas apresentam maior risco
de desenvolvimento de sindrome
da angustia respiratoria, sendo
responsavel pelas internacdes em
unidades de terapia intensiva (10).
Entre os recém-nascidos avaliados
no estudo, cinco apresentaram
Sindrome do desconforto
respiratorio (17,2%), e um recém-
nascido necessitou de internacao
em Centro de Terapia Intensiva
(3,4%).

O risco de morte perinatal em
pacientes com DMG é ligeiramente
menor do que am pacientes com
diabetes pré — gestacional; e nas
gestacdes com DM tipo 2 se deve
principalmente a Sindrome do
desconforto  respiratério e a
corioamnionite  (43). Na nossa
casuistica tivemos dois Obitos
fetais e um Obito neonatal.

Avaliagcdo do sequenciamento
do DNA

Quanto a primeira mutacao
encontrada, na posicdo 44708,
com troca da base citosina por
timina; apdés checagem com a
ferramenta mutationtaster,

verificou-se que trata-se de um
polimorfismo descrito como
rs2268574 T>C, localizado na
regido intrénica do exon 6 em que
nao ocorre alteracdo na sequéncia
de aminoacidos. Conforme
verificagcdo com o banco de dados
EXAC ( The Exome Aggregation
Consortium) verificou-se que a
frequéncia alélica dessa mutacao é
de 05295, e conforme a
ferramenta dbSNP (Short Genetic
Variations) esta alteracdo né&o
apresentaria significancia clinica
(45) (46). Entretanto € descrito na
literatura que o alelo rs2268574
T>C estd localizado em uma
suposta regido de splicing e que
este polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP - Single Nucleotide
Polymorphism) poderia afetar a
transcricao do gene GCK ou até
gerar desequilibrio em outra
variacdo  genética;, e  estar
relacionado com DMG (38).

Por definicdo, polimorfismo
ocorre quando uma Vvariante
genética alcanca 1% da populacdo
e mais de 600 mutacbes no gene
GCK ja foram relatadas, e 2 a 5%
dos casos de DMG na Europa séo
decorrentes de SNPs (37).

Quanto a segunda alteracao
encontrada em sete pacientes
através do sequenciamento de
DNA, localizada na regido
promotora do gene cinco, na
posicdo 8450 com troca da base
citosina por timina, também em
regido intrénica, é referida pelo
mutationtaster como causadora de
possivel alteracdo na transcricao
proteica. A referéncia da sua
variacdo €& de rs35670475 e
conforme o banco de dados
dbSNP nédo apresenta significancia
clinica; entretanto apesar de ter
sido considerada como
polimorfismo nédo é possivel excluir
a possibilidade de causar alteracdo
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fenotipica. N&o foi encontrada
descricdo desta mutacdo na
literatura (38). Esta variacdo nao
foi encontrada no banco de dados
EXAC.

Referente a mutacdo 48377
encontrada em dois pacientes,
localizada no exon 6, que
desencadeou com troca da base
citosina por timina; foi descrita pelo
mutationtaster como deletéria e
causadora de doenca. A mudanca
da base citosina por timina gerou a
mudanca do aminoéacido tirosina
por um codao de terminacao
(mutacdo nonsense), afetando as
caracteristicas da proteina
trasncrita. Conforme o banco de
dados EXAC, este alelo apresenta
frequéncia de  0,009053. A
referéncia dessa variagcdo é
rs144723656 e a referéncia do
transcrito no Genbank é
NM_000162 (39) (40) (41). No
banco de dados HGMD ( The
Human Gene Mutation Database)
esta mutacdo esta descrita com a
referéncia CM004359 e ja foi
refereciada na literatura como
Y215X e relacionada a importante
reducao na atividade da
glucoquinase (42) (43).

Quanto a casuistica materna e
neonatal conforme alteracfes
encontradas no sequenciamento
de DNA.

As gestantes em que foram
identificadas com os polimorfismos
g.44708C>T e g.8450C>T quando
comparadas com as pacientes sem
polimorfismo, ndo apresentaram P-
valor com significancia estatistica
referente a avaliacdo das variaveis
idade materna, IMC materno, idade
gestacional na resolugcdo da
gravidez, e peso ao nascimento; e
nem mesmo em relacéo aos niveis
de hemoglobina glicosilada, que

foram discretamente mais elevados
no primeiro grupo. Entretanto,
salienta-se que o numero limitado
de pacientes acometidos com os
polimorfismos  g.44708C>T no
exon 6, e ¢.8450C>T na regido
promotora, e com a mutagdo
0.48377C>T, identificada no exon
6, no gene da glucoquinase; foi
fator prejudicial para a analise
entre as variaveis e verificacdo de
interferéncia estatistica.

Em relacdo a dose diaria de
insulina prévia a resolucdo, foi
identificado P-valor de 0,0478 com
presenca de relevancia estatistica,
entretanto 0 nimero de pacientes
acometidas foi novamente restrito,
inclusive apenas uma pacientes fez
uso de insulinoterapia no grupo do
polimorfismo g.8450C>T, o que
poderia ter interferido nestas
avaliacoes.

Referente a paciente
portadora da mutacdo g.48377C>T
no exon 6, diagnéstica de MODY-
GCK, foram identificados valores
de medianas das variaveis idade
materna e IMC materno com
valores abaixo da mediana do
grupo de pacientes nao
acometidas por esta mutacéo.
Conforme descricdo na literatura
esta paciente corresponderia ao
rastreio de pacientes MODY GCK
entre pacientes DMG utilizando
IMC < 30 kg/m e valores de
glicemia de jejum = 5,5 mmol/L,
com sensibilidade de 82%,
especificidade de 95% e numero
necessario a tratar de 6.5 (23). Foi
observado ainda que esta paciente

apresentou valores de
hemoglobina glicosilada abaixo da
mediana dos resultados

apresentados nas pacientes néo
acometidas, indicando bom
controle  glicémico durante a
gestacdo. Relata-se que os valores
de hemoglobina glicosilada né&o
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discriminam adequadamente
pacientes com DMG de pacientes
com MODY GCK (44).

O recém-nascido dessa
paciente pesou 4160 gramas,
sendo superior ao da mediana das
gestantes que ndo apresentaram
mutacdo cuja mediana foi de
3360g (percentil 25 de 3099g e
percentil 25 de 3869¢). Ressalta-se
que 16,5% da casuistica de
neonatos pesaram entre 4000 e
4500 gramas (Tabela  11).
Lamentavelmente, a amostra de
corddo umbilical desse recém-
nascido nao foi coletada e por
consequéncia ndo foi realizado
sequenciamento genético deste
paciente. Entretanto, pressupde-se
que este apresente-se sem
alteracOes referente ao gene da
glucoquinase. De acordo com a
literatura, em fetos ndo acometidos
de gestantes com alteracbes no
gene da glucoquinase, o platd
hiperglicémico materno decorrente
do ajuste superior a normalidade
da glicemia materna provoca
hiperglicemia fetal com
consequente macrossomia fetal.
Quando os fetos também sao
acometidos por alteracées no gene
da glucoquinase, apresentam o
mesmo ajuste homeostético
elevado para a glicose que suas
maes, sendo a hiperglicemia
materna interpretada pelo
organismo como nhormal, o que
acarreta em uma nao interferéncia
no peso ao hascimento (23).

Os neonatos que
apresentaram o0s polimorfismos
g.44708C>T no exon 6 e
g.8450C>T na regiao promotora, e
a mutacédo g.48377C>T, no exon 6
do gene da glucoquinase néo
apresentaram significancia
estatistica em relacdo as pacientes
nao acometidas ao avaliar-se peso
ao nascimento e indice de Apgar

no primeiro e quinto minutos; e o
unico desfecho apresentado foi
Sindrome do Desconforto
Respiratério em dois recém-
nascidos; indicando que apesar da
alteracdo genotipica, ndo houve
implicacdo clinica nem desfechos
fetais e neonatais adversos.

Conclusodes

Os dados obtidos e
analisados no presente estudo
permitem as seguintes conclusoes:

e A realizacgio de uma
selecdo de pacientes com base
nos critérios fenotipicos do
MODY GCK (diabetes néao
insulino dependente com
identificagéo em idades
precoces ou em exames de
rastreamento, com hiperglicemia
leve e cronica, sem
complicacbes  referentes a
hiperglicemia e com presenca
de familiares com diabetes)
permite maior chance de
diagnéstico de alteragcbes no
gene da glucoquinase.

e A selecdo de pacientes
inicialmente diagnosticadas com
DMG utilizando IMC e valores
de glicemia de jejum, é efetivo
em indicar pacientes para
realizacdo de sequenciamento
de DNA a fim de identificar
MODY GCK.

e Gestantes com diagndstico
de MODY GCK beneficiam-se
do tratamento a fim de atingir
controle glicémico adequado ao
contrario de pacientes com
MODY GCK fora do periodo
gestacional.

e Fetos n&do acometidos por
alteracoes no gene da
glucoquinase de gestantes com
MODY GCK beneficiam-se do
adequado controle glicémico
materno.
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e Considerando-se o]
pressuposto de que um neonato
tem o risco de 50% de herdar
uma mutagdo no gene da
glucoquinase e que a
identificacdo dessas alteragbes
€ oportuna para o0 bindmio
materno-fetal ja que propicia
melhor manejo do  perfil
glicémico durante a gestacao e
durante o seguimento pés-natal,
com baixa taxa de complicagbes
durante seu curso clinico;
evidencia-se que a realizacao de
fluxogramas  diagnosticos €
eficaz na correta classificacado
do diabete mellitus, resultando
em intervencdes profilaticas e
terapéuticas, e interferindo
beneficamente na evolucdo
natural da doenca em gestantes
e seus neonatos.
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