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Estudo do polimorfismo G54D do gene

MBL2 no diabetes melito gestacional
Study of polymorphism G54D of MBL2 gene in gestational diabetes mellitus
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Willemann', Francisco Simdes Pabis', Paulo Gimenes?, Barbara Vicente
de Souzas3, Paulo Henrique Condeixa de Frang¢a’, Jean Carl Silva'

RESUMO

Analisar a influéncia da associagao do polimorfismo G54D (rs1800450) do gene MBL2
no diabetes melito gestacional (DMG) quanto a necessidade de tratamento complementar e
ocorréncia de recém-nascidos grandes para a idade gestacional. Cento e
cinco pacientes com DMG segundo pardametro da OMS (Organizacdo Mundial da Saude) foram
avaliadas no periodo de novembro de 2010 a outubro de 2012. As gestantes foram divididas em
dois grupos correspondentes a presenga (n = 37) ou a auséncia (n = 68) do alelo mutante. As
variantes do polimorfismo G54D foram identificadas por meio da técnica de polimorfismos de
comprimentos de fragmentos de restrigao (RFLP). Pardmetros antropométricos e bioquimicos da
mae e do recém-nascido (RN) e a necessidade de terapia complementar associada a dietoterapia
foram avaliados como desfechos primarios. Das pacientes analisadas, 35,2% carre-
gavam pelo menos um alelo mutante do polimorfismo G54D. Os dois grupos nao apresentaram
diferenca significativa quanto a ganho de peso, paridade, idade, indice de massa corporal e ida-
de gestacional de chegada a maternidade. Os grupos de pacientes portadoras ou nao do alelo
mutante nao diferiram quanto a necessidade de tratamento complementar a dietoterapia (16,2%
vs. 26,7%) respectivamente e a ocorréncia de recém-nascidos grandes para a idade gestacional
(24,3% vs. 13,2%). Nossos dados demonstraram que o polimorfismo G54D do gene
MBL2 nao teve efeito sobre a necessidade de tratamento complementar acrescido a dietoterapia
e a ocorréncia de recém-nascidos grandes para a idade gestacional na populacao estudada. Arq
Bras Endocrinol Metab. 2014;58(9):900-5

Descritores
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ABSTRACT

To assess the association of the G54D (rs1800450) polymorphism of the gene MBL2 in
the gestational diabetes mellitus with the need for additional treatment and the occurrence of large
newborns for the gestational age. One hundred and five patients recruited in
Joinville - Brazil were evaluated between November 2010 and October 2012. Pregnant women were
divided in two groups correspondents to the presence (n = 37) or absence (n = 68) of the mutant alle-
le. The variants of the polymorphism G54D were identified by restriction fragment lengths polymor
phisms (RFLP). Anthropometric and biochemical parameters of the mother and the newborn, and the
necessity of additional therapy associated with diet were assessed as the primary outcomes.
Thirty-five point two percent of the evaluated patients carried at least one mutated allele of G54D
polymorphism. There were no significant differences in weight gain, parity, age, body mass index
and gestational age of arrival at maternity between the two groups.The groups of patients with or wi-
thout the mutated allele did not differ in the need for additional treatment associated with diet (16.2%
vs. 26.7%) respectively and with the occurrence of large newborns for gestational age (24.3% vs.
13.2%). Our data showed that the polymorphism G54D of the gene MBL2 had no effect
in the need for additional treatment associated with the diet-based therapy and in the occurrence of
large newborns for gestational age in the studied population. Arq Bras Endocrinol Metab. 2014;58(9):900-5
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INTRODUGAO

diabetes melito gestacional (DMG) é conceituado

como o aparecimento de um grau variavel de in-
tolerdncia a glicose diagnosticada pela primeira vez du-
rante a gestagao e que pode ou ndo persistir apds o parto
(1,2). Ocorre em 7% das gestagoes, podendo variar de
1% a 14% dependendo da populagio estudada (3,4).

DMG ¢ um distarbio heterogéneo no qual varios
fatores genéticos ¢ ambientais podem estar envolvi-
dos. Duas caracteristicas marcantes na gravidez sio a
hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina, que podem
predispor a paciente ao desenvolvimento do DMG. No
diabetes, tem-se um estado de inflamagdo cronica sub-
clinica no tecido adiposo, musculos e figado, caracteri-
zado pela produgdo anormal de citocinas e mediadores
pro-inflamatérios (5-7).

A proteina lectina de ligagdo a manose (MBL) tem
capacidade de ativar a cascata do complemento ¢ es-
timular a fagocitose. Adicionalmente, a MBL tam-
bém inibe a liberagdo de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a). Entdo, a deficiéncia de MBL na gestagio
favorece uma resposta inflamatéria prolongada e sus-
tentada, favorecendo a atividade do TNF-a ¢ outras ci-
tocinas pré-inflamatérias como as interleucinas IL-1,
IL-6,IL-8 e IL-12 que, por sua vez, participam das vias
moleculares de resisténcia a insulina (8-10).

H4 dados conflitantes sobre diabetes tipo 1 ¢ a de-
ficiéncia de MBL. No estudo de Araujo e cols. (11),
demonstrou-se que a deficiéncia de MBL esta associada
a aumento do risco de desenvolver diabetes na infancia
¢ adolescéncia, resisténcia a insulina e a obesidade. J4
no estudo de Bouwman e cols. (12), verificou-se o au-
mento sérico de MBL nos pacientes diabéticos tipo 1.

A MBL ¢ uma proteina sintetizada no figado, con-
siderada um componente importante do sistema imune
inato, cujo nivel sérico ¢ determinado geneticamente
(13). Sdo conhecidos trés alelos mutantes principais no
éxon 1 do gene MBL2 associados a deficiéncia de MBL
¢ implicados na redugio da funcionalidade da proteina
R52C (polimorfismo rs5030737), G54D (rs1800450)
¢ G57E (rs1800451). A ocorréncia dos alelos mutan-
tes, em homozigose ou heterozigose, determina o fe-
nétipo correspondente a deficiéncia de MBL (13,14).

No presente estudo trabalhamos com a hipétese de
que a deficiéncia de MBL poderia estar envolvida no
aparecimento de algum grau de resisténcia a insulina.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar a
prevaléncia das variantes do polimorfismo G54D do
gene MBL2 nas gestantes apresentando DMG. Avalia-
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mos também a rela¢io dos gendtipos com parimetros
antropométricos da mae e do recém-nascido (RN), as-
sim como a necessidade de terapia complementar a dieta.

MATERIAIS E METODOS

Sujeitos e variaveis clinico-laboratoriais

Estudo de coorte prospectivo com recrutamento con-
secutivo de participantes, entre novembro de 2010
a outubro de 2012, na Maternidade Darcy Vargas
(MDV) em Joinville, SC. Participaram do estudo ges-
tantes diagnosticadas com DMG, conforme os critérios
da OMS (15).

Dividiram-se as gestantes em dois grupos, corres-
pondentes a presen¢a ou a auséncia do alelo mutante.
As gestantes apresentavam idade minima de 18 anos,
idade gestacional entre 20 e 32 semanas (calculada a
partir da primeira ultrassonografia realizada pela pacien-
te) e gestagdo unica. Na primeira consulta de pré-natal,
foram verificados a massa corporal, a estatura ¢ o indice
de massa corporal (IMC), que foi calculado pela divisio
da massa corporal pela altura ao quadrado. Conside-
raram-se como sobrepeso os resultados obtidos acima
de 25 kg/cm? até 29,9 kg/cm? e obesidade acima de
30 kg/cm?2. Foram avaliados o ganho de peso durante
a gestacio, a necessidade de tratamento complementar
e o tipo de tratamento (hipoglicemiante oral ou insu-
lina). Foram excluidas as gestantes diagnosticadas com
doenga hipertensiva especifica da gravidez (DHEG)
(n = 3) e uma gestante que teve aborto hidrépico.

Em todas as gestantes, ap6s o jejum de 8 a 12 horas,
foram coletadas as amostras de sangue em veia antecu-
bital. As varidveis avaliadas foram: curva glicémica com
75 gramas de glicose entre a 24? ¢ 28* semanas de
gravidez, glicemia de jejum no diagndstico e glicemia
ap6s o tratamento, hemoglobina glicada (HbAlc) apds
tratamento ¢ glicemia pés-prandial. As mensuragdes
das glicemias foram realizadas por meio do método de
quimica seca no aparelho Vitros Fusion 5.1. Foi coleta-
do 1 mL de sangue, no mesmo local no momento das
coletas da rotina de acompanhamento pré-natal dessas

pacientes, sem necessidade de uma pung¢io venosa espe- =
cifica. O sangue foi encaminhado para o Laboratério de
Biologia Molecular da Universidade da Regido de Join- -
ville (Univille), onde foi processado e analisado paraa -

pesquisa do polimorfismo G54D do gene MBL2.
Os dados avaliados dos recém-nascidos foram: peso

ao nascer, sendo considerados recém-nascidos grandes
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para a idade gestacional quando peso acima do percentil
90 em curvas de crescimento ou macrossomia se peso
superior a 4.000 g (16), ocorréncia de hipoglicemia
(glicemia capilar < 40 mg/dL) e APGAR de primeiro e
quinto minutos.

Todas as gestantes foram acompanhadas no servigo
de alto risco da MDV, pela mesma equipe multidiscipli-
nar, composta por médicos, nutricionista, enfermeiras e
fisioterapeuta. As gestantes consentiram a participagio
por meio de assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido especifico. A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Univille — proces-
so 203/2011.

O tamanho da amostra foi calculado estimando que
na MDV sejam atendidas, em média, 500 gestantes
diagnosticadas com DMG por ano. A presenga da de-
ficiencia da MBL na populagio geral ¢ estimada em,
aproximadamente, 10% (10). Os outros dois desfechos
primarios selecionados (ocorréncia de recém-nascido
grande para a idade gestacional e necessidade de tera-
pia complementar) apresentam frequéncias estimadas
de 30% (17). Uma vez que se estabeleceu comparar
a diferenca das frequéncias de necessidade de imple-
mentagio de terapia complementar entre as gestantes
portadoras e nio portadoras do alelo mutante do poli-
morfismo G54D, entdo a frequéncia estimada ¢ de 3%
(30% x 10%). Considerando o intervalo de confianga
(IC) da prevaléncia estimada de 1,5 a 4,5%, chega-se a
uma amostra de 109 (80% de nivel de confianga).

Analises genotipicas

As amostras de sangue periférico (300 pL) foram sub-
metidas a extra¢io do DNA gendmico utilizando-se os
procedimentos recomendados pelo fabricante do kit
Genomic DNA Extraction Kit (Real Biotech Corpora-
tion, Taiwan).

Um segmento do gene MBL2, correspondente ao
éxon 1 e parte da regiio 5’ nio traduzida, foi ampli-
ficado via rea¢io em cadeia da polimerase (PCR) com
emprego dos iniciadores GAGGCTTAGACCTA-
TGGGGCTAG ¢ CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG
(18). As reagoes (50 pl) foram preparadas em cabine
de uso especifico e continham 50-500 ng DNA, 200
uM dNTP’s, 1,5 mM MgClL,, 1 U Platinum Taq® DNA
Polimerase (Invitrogen, EUA), tampdo de rea¢io (In-
vitrogen), 50 pmol iniciadores ¢ 4gua grau PCR. A ter-
mociclagem foi realizada segundo as informagoes do
produtor em aparelho XP Cycler (Bioer Technology
Co., Japio).
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Os produtos gerados na PCR (amplicons) foram
submetidos a digestio pela endonuclease Banl (New
England Biolabs, EUA), com sitio de reconhecimento
especifico correspondente a GGYRCC, a 37°C durante
duas horas, conforme recomendagdes do fabricante. Os
padroes de restri¢io obtidos foram verificados por meio
de eletroforese (100V /2h) em gel de agarose a 1%, con-
tendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo, ¢ documen-
tados digitalmente sob luz ultravioleta (MiniBis-Pro,
DNR Bio-Imaging Systems Ltda., Israel). Sao previstos
trés padroes de restri¢do: para o genétipo heterozigoto
(A/B) sdo esperados trés fragmentos distintos (83, 1034
e 1117 pares de base; pb), para o genétipo homozigoto
selvagem (A/A) preveem-se dois fragmentos (83 ¢ 1034
pb) e para o genétipo homozigoto mutante (B/B) espe-
ra-se observar apenas o segmento de 1117 pb.

Analises estatisticas

Inicialmente, todas as varidveis foram analisadas descri-
tivamente. Para as varidveis continuas (quantitativas), a
andlise foi realizada por meio do calculo de médias e
desvios-padrdo. Para as varidveis categoricas (qualitati-
vas), calcularam-se frequéncias absolutas e relativas.

Para a andlise da hipdtese de igualdade entre as mé-
dias dos grupos, foi utilizado o teste £ Como a norma-
lidade foi rejeitada, utilizou-se o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney. O teste de normalidade utilizado foi
Kolmogorov-Smirnov.

Para se testar a homogeneidade dos grupos em re-
lagdo as propor¢oes, foi utilizado o teste Qui-quadrado
ou o teste exato de Fisher. Ficou estabelecido nivel de
significancia menor que 0,05.

Os cilculos estatisticos foram realizados utilizando-
-se o software SPSS versao 11.0.

RESULTADOS

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

O perfil epidemiolégico dos subgrupos foi compa-
rado quanto ao ganho de peso, paridade, idade, IMC ¢
idade gestacional de chegada a maternidade, n3o sen-
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do observadas diferengas estatisticamente significantes
(Tabela 1). No tocante a antropometria ¢ 3 composi-
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Tabela 2. Frequéncias genotipica e alélica relativas ao cddon 54 do gene
MBL2 e necessidade de terapia complementar

Somente  Dieta e terapia

¢do corporal das gestantes, identificou-se excesso de P e OR
peso na maioria da populagao estudada. No subgrupo - - -
das pacientes portadoras do genétipo selvagem, 63,2% - i 6] I 6] 9%l
apresentavam sobrepeso, com um IMC médio de 26,5 el
kg/m?, enquanto 62,2% das pacientes portadoras do WBL2 selvagem 40 38.1) 28 (26,7 07 121
alelo mutado apresentavam sobrepeso, com um IMC WEL2 mutado 20130 17(162)
médio de 26,3 kg/m?. 654D
GG 40 (38,1) 28 (26,7)
Tabela 1. Perfil epidemioldgico da populagéo (médias e desvio-padrao) AG 17 (16,2) 16 (15,2)
Gene MBL2 Alelt;“ s:l;ggem AI;:I: ;a7ro P AA 329 1(0,9
Alglo
Idade (anos) 30,6 (6,2) 30,6 (6,0) 0,830 o pp e
L mios_wms 1 oa
Gestagdes (n(imero) 2,8(1,9 2,5(1,5) 0,842t OR: odds ratio.
IMC! (kg/m?) 26,5 (5,2) 26,2 (3,3) 0,520*
Ganho peso (kg) 11,3 (6,3) 10,4 (9,1) 0,923*

*Teste ¢ Student; * Teste de Mann-Whitney; * Indice de massa corporal.

Das 105 mulheres com DMG em que as variantes do
polimorfismo G54D do gene MBL2 foram estudadas,
37 (35,2%) apresentavam ao menos um alelo mutado,
sendo que quatro (3,8%) apresentavam o genotipo AA
e 33 (31,4%), o gendtipo AG. Portanto, o gendtipo
GG (64,8%) ¢ o alelo G (79,5%) mostraram-se os mais
prevalentes na popula¢io estudada (Tabela 2). Os ge-
nétipos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.

De forma equivalente nio foram encontradas dife-
rengas significantes quanto aos resultados laboratoriais
de glicemia em jejum no diagndstico, glicemia duas
horas ap6s curva glicémica com 75 gramas de glicose ¢
HbAIc, assim como glicemias de jejum e pds-prandial
com tratamento, conforme apresentado na tabela 3.

Houve necessidade de tratamento complementar
com metformina para 13 (35,1%) pacientes que apre-
sentavam o alelo mutado do polimorfismo G54D e
para 20 (29,4%) das pacientes com o genétipo selva-
gem (p=0,537). A terapéutica com metformina nio foi
suficiente, sendo realizada complementagio com insu-
linoterapia em 8 (11,8%) das gestantes que estavam no
grupo do genotipo selvagem e 5 (13,5%) no grupo com
o alelo mutado (p = 0,475).

Os recém-nascidos (RNs) das mdes que apresenta-
vam o alelo mutado do polimorfismo G54D geraram
infantes mais pesados, porém sem alcangar significin-
cia estatistica (Tabela 4). Verificou-se a presenga de RN
grandes para a idade gestacional (GIG) em nove (9/37;
24,3%) das pacientes no grupo dispondo o alelo raro e
apenas nove (9/68; 13,2%) no outro grupo.

Tabela 3. Resultados de parametros clinico-laboratoriais de acompanhamento do diabetes melito gestacional (médias e desvios-padréo)

Gene MBL2 G54D szl\;ag;m (GG) G54D ml:lt:dg 7(AG+AA) p

Glicemia jejum no diagnostico 87,6 mg/dL (12,4) 85,36 mg/dL (10,7) 0,156*
Glicemia 2 h apds GTT no diagndstico® 155,36 mg/dL (17,2) 154,66 mg/dL (12,3) 0,968
Glicemia jejum com tratamento 85,86 mg/dL 8,9 85,96 mg/dL (8,6) 0,239*
Glicemia pds-prandial com tratamento 114,96 mg/dL (15,1) 114,46 mg/dL (13,7) 0,488*
HbA1cH 5,4% 03 5,6% 0,5 0,748*
Trat. somente dieta’ 40 20 0,482"
Trat. dieta e med.” 28 17 0,482"

* Teste t Student; * Glicemia 2 horas apds curva glicémica com 75 g de glicose; * Hemoglobina glicada; $ Tratamento somente com dieta; ' Teste Qui-quadrado de Fischer; ' Tratamento com dieta
e medicagdo.

s
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Tabela 4. Caracteristicas do recém-nascido

Gene MBL2  iGo TGOl (AG#AR) I (] P
68 (64,8) 37 (35,2)

PIG 4(59) 2 (5,4) 0,212*

AIG 55 (80,9) 26 (70,3) 0,216*

GIG 9(13,2) 9 (24,3 0,149*

APGAR 1 7,7(1,9) 8,6 (0,6) 0,326"

APGAR 2 8,9 (1,5) 9,3(0,5) 0,9401

* Teste Qui-quadrado de Fischer; ' Teste de Mann-Whitney; PIG: pequeno para idade
gestacional; AlG: adequado para idade gestacional; GIG: grande para idade gestacional.

DISCUSSAO

O DMG ¢ uma doenga complexa, sendo razodvel
acreditar na existéncia de virios mediadores para sua
ocorréncia. Nos RNs das mdes que desenvolveram
DMG, ha maior probabilidade de macrossomia fetal,
sendo este um fator predisponente a resisténcia a insu-
lina, obesidade e diabetes tipo 2 na infincia e no adulto
(19,20). Para essas maes, ha um risco de 10% ao ano de
desenvolver diabetes tipo 2 no futuro (1).

A identificagdo de variantes genéticas que influen-
ciam o DMG ¢ um foco importante de pesquisas na
atualidade com vistas a melhorar o entendimento dos
mecanismos subjacentes a patogénese dessa desordem.
A muta¢io G54D do gene MBL2 estd associada a dimi-
nui¢io dos niveis de MBL (21).

O primeiro relato sobre o risco aumentado para o
desenvolvimento de DMG associado a uma mutacio no
gene MBL2 foi realizado por Megia ¢ cols. em 2004
(10). A mutagdo no cdédon 54 do éxon 1 é considerada
a muta¢io mais frequente do gene MBL2. O polimorfis-
mo G54D ¢é comum na populagio caucasiana. No estu-
do de Ferraroni em 2011, a prevaléncia do genétipo AA
foi de 5,1%, que ¢ semelhante a europeia (4%) ¢ a japo-
nesa (5%). Em nosso estudo, foram identificados quatro
pacientes (3,8%) com preseng¢a do genotipo AA (22).

A presenga de a0 menos um alelo mutado do poli-
morfismo G54D foi observada em 30% da populagio na
maioria dos grupos étnicos avaliados (23,24). Em nos-
so estudo, 35,2% das pacientes analisadas carregavam o

. alelo mutado do polimorfismo G54D, enquanto 43,8%
- das gestantes diabéticas apresentavam o mesmo alelo no
= grupo de espanholas estudado por Megia e cols.

Na anilise do peso das gestantes com DMG, obser-
vou-se que a maioria das pacientes de ambos os subgru-
pos apresentou excesso de peso. E reconhecido que a
obesidade constitui um fator de risco significativo para

904

o desenvolvimento de diabetes melito tipo 2 (DM2)
apés o parto (25,26). A identificagdo da alta frequén-
cia (62,7%) de sobrepeso ¢ de suma importincia, pois
as mulheres com DMG, avaliadas no presente estudo,
encontram-se sob elevado risco de desenvolver DM2
apés a gestagdo. Tal fato indica um aspecto a ser consi-
derado no planejamento da assisténcia durante e apds a
gestagio, o que também foi apontado por outros auto-
res, constituindo fator de risco modificavel passivel de
intervenc¢do e preven¢do quanto a ocorréncia de DM2
ap6s DMG (27-29).

Ha estudos que demonstraram que a presen¢a do
alelo mutado esta associada a deficiéncia de MBL, ocor-
réncia que favorece o desenvolvimento de diabetes ges-
tacional mais severo (10). No estudo de Megia ¢ cols.,
as gestantes portadoras do alelo mutado necessitaram
mais de insulina em seu tratamento complementar a
dietoterapia, o que ndo foi observado em nossa popu-
lag3o estudada.

Os dados coletados ¢ resultados de genotipagem
demonstraram que o polimorfismo ndo esteve signifi-
cantemente associado aos parimetros do RN, inclusi-
ve peso ao nascimento e ocorréncia de RN classificado
como GIG. Enquanto alguns autores encontraram uma
relagdo com aumento do risco para o parto prematuro ¢
peso reduzido ao nascimento quando as pacientes apre-
sentavam o alelo mutado do polimorfismo G54D (30),
outros autores, como Megia e cols., demonstraram as-
socia¢do com maior peso ao nascimento (10).

Considerando os resultados aqui apresentados, fa-
zem-se necessarios estudos adicionais para investigar a
associagdo ¢ o impacto do polimorfismo G54D do gene
MBL2 em relagio ao DMG, visto que o nimero limi-
tado de sujeitos alocados pode justificar a auséncia de
diferengas entre os subgrupos.

Declaragio: os autores declaram ndo haver conflitos de interesse
cientifico neste estudo.
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