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Avaliação no Padrão de Expressão Gênica em Células do Sangue Total de 

Gestantes Diabéticas e com Hiperglicemia Gestacional Leve 

  

Resumo: Objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de expressão gênica em células do sangue 

total de gestantes com distúrbios glicêmicos. Foram recrutadas 52 gestantes distribuídas em 

4 grupos: controle (Teste oral de tolerância  glicose (TTG) e perfil glicêmico (PG) normal, com 

rastreamento negativo para DMG); Não diabético (ND) (TTG e PG normais, com 

rastreamento positivo para DMG); Hiperglicemia Gestacional Leve (HGL) (TTG normal e PG 

alterado) e DMG (TTG alterado e PG normal ou TTG e PG alterado). Células do sangue total 

foram coletadas e utilizadas para análise do perfil de expressão gênica pela técnica de 

microarray. A avaliação do perfil de expressão gênica mostrou diferenças significativas entre 

o grupo controle e o grupo ND, apresentando 22 genes diferencialmente expressos. Em 

relação ao grupo controle, o grupo HGL apresentou 5 genes diferencialmente expressos e 

quando comparado com o grupo rastreamento positivo, apresentou 3 genes 

diferencialmente expressos. O grupo DMG apresentou 17 genes diferencialmente expressos 

em relação ao grupo controle e quando comparado com o grupo ND, cinco genes. A 

comparação realizada entre os grupos HGL e diabético também foi estatisticamente 

significativa com 11 genes diferencialmente expressos e quando o conjunto de todos os 

outros três grupos juntos (ND, HGL e diabete) foi comparado ao grupo controle (P<0,05), 

foram verificados 8 genes diferencialmente expressos. Foram feitas redes gênicas e tabela 

de interações para avaliação de processos biológicos com todos os genes de interesse 

diferencialmente expressos nos grupos. No grupo com rastreamento positivo, existe um 

aparente balanceamento regulatório entre as funções dos genes diferencialmente expressos 



 
 

 
 

relacionados à patogênese do diabete (hiperexpressos) e uma tentativa compensatória de 

amenizar a possível etiologia da doença (hipoexpressos). Esses resultados fortalecem a 

estratégia “two steps de Carpenter-Coustan” porque as gestantes com rastreamento 

negativo não precisam prosseguir na investigação diagnóstica do diabete gestacional, 

diminuindo o custo em saúde e a medicalização da gestação. As pacientes com HGL tem 

perfil de expressão gênica relacionada com resistência à insulina e hiperinsulinemia e com 

níveis glicêmicos alterados representando o início da descompensação metabólica. 

Aparentam ser um grupo intermediário, descrito como síndrome metabólica na gestação, e 

suportam o conceito que mulheres com disglicemia gestacional têm não apenas uma 

síndrome metabólica basal latente, mas também um perfil de expressão que distingue essa 

população das demais. O perfil de expressão gênica nas DMG está relacionado à repercussão 

da hiperinsulinemia e resistência insulina nos processos inflamatórios, de angiogênese e 

sistemas de reparo contra danos de DNA, fatores reconhecidos na patogênese da doença. A 

análise conjunta destes dados sugerem que o rastreamento do diabete na gestação deve ser 

universal, e é suficiente para distinguir duas populações com perfil transcricional 

diferenciado. As gestantes com rastreamento positivo devem obrigatoriamente ir para a fase 

de diagnóstico para identificação dos subgrupos de distúrbios hiperglicêmicos na gestação, 

variando desde uma fase compensada (grupo ND), passando pelo inicio da descompensação 

metabólica, com resistência a insulina e hiperinsulinemia (HGL) até a fase de repercussão 

dos fatores relacionados à resistência à insulina (DMG).
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Introdução  

A hiperglicemia é uma das condições médicas mais comuns que as mulheres 

enfrentam durante a gravidez. A ocorrência de Diabete mellitus Gestacional (DMG) vem 

aumentando globalmente sendo paralela com a prevalência de intolerância à glicose (IGT), 

obesidade e Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Ayres-de-Campos (FIGO), 2015). A International 

Diabetes Federation (IDF) estima que nos dias atuais um em cada seis nascidos vivos (16,8%) 

são filhos de mulheres com alguma forma de hiperglicemia durante a gravidez, valores que 

são similares (1:5 ou 20%) aos do Centro de Investigação do Diabete Perinatal- Faculdade de 

Medicina de Botucatu-Unesp  ainda no final da década de 90 (Rudge et al.,1996). Outro 

aspecto a ser considerado é que a idade de aparecimento de diabete e pré-diabete está 

diminuindo enquanto a idade de ter filhos está aumentando o que contribui para a 

concomitância de gravidez e distúrbios hiperglicêmicos. Existe também um aumento na taxa 

de mulheres com sobrepeso e obesidade de idade reprodutiva. Dessa maneira  mais mulheres 

que engravidam atualmente têm fatores de risco que as tornam vulneráveis à hiperglicemia 

durante a gestação (Hod et al., 2015 (a)). 

Apesar da elevada prevalência dos distúrbios hiperglicêmicos na gestação e das 

repercussões maternas a longo prazo que devem ter cuidados relacionados  à mudança de 

estilo de vida,  o critério diagnóstico ainda não atingiu o nível “A” de evidência (ADA,2015). O 

"Pragmatic Guide for Diagnosis, Management, and Care" (2015) da FIGO mostra que apesar 

de todo o esforço de inúmeras organizações de saúde e associações internacionais e nacionais 

nas áreas de diabete, endócrino e obstetrícia estabelecendo protocolos, pontos de corte e 

algoritmos para o diagnóstico do DMG, o nível de evidência ainda é baixo. Essas 

recomendações são criticadas pela falta de validação desenvolvida com base tênue; as 
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opiniões de especialistas são tendenciosas devido a considerações de ordem econômica, ou 

de conveniência orientada (Hod et al., 2015 (b)) criando confusão e incerteza entre os 

usuários. Um problema subjacente, mas fundamental, como mostram vários estudos, é que os 

pontos de corte ainda considerados no diagnóstico levam em consideração o risco de 

desenvolvimento futuro de DM2  enquanto os resultados do  HAPO STUDY demonstraram  

que o risco de resultado adverso  materno e perinatal está  associado com a hiperglicemia 

contínua, sem pontos de inflexão claras (HAPO Study Group et al., 2002, Jensen et al., 2001). 

A ADA (2015) orienta que 2 estratégias podem ser adotadas no diagnóstico do DMG: 

a- " One-Step" com TTG de 75g e b- "Two-Steps" com rastreamento com 50g seguido de  TTG 

de 100g  e apresenta as recomendações com os respectivos níveis de evidência.  A estratégia 

“One-Step”, avalia a glicose em jejum, 1 e 2 horas após a sobrecarga, em gestantes entre a 24ª 

e 28ª semanas de gestação, sem diagnóstico prévio de overt diabetes. Os valores limites para 

as glicemias são: Jejum (92 mg/dL), 1 hora (180mg/dL) e 2 horas (153 mg/dL), qualquer valor 

igual ou acima do descrito confirma o diagnóstico de DMG. Na estratégia “Two-Steps”, 

primeiramente é feito o TTG de 50g, em gestantes entre a 24ª e 28ª semanas de gestação, 

sem diagnóstico prévio de overt diabetes, com valor limite de 140mg/dL. Gestantes alteradas 

pra este teste vão para o segundo passo com TTG de 100g, com valores limites de: Jejum 

(95mg/dL), 1 hora ( 180 mg/dL), 2 horas (155 mg/dL) e 3 horas (140 mg/dL), definidos por 

Carpenter/Coustan (Carpenter e Coustan, 1982), ou jejum (105mg/dL), 1 hora (190/mg/dL), 2 

horas (165 mg/dL) e 3 horas (145 mg/dL), definidos por NDDG (NDDG, 1979), onde dois ou 

mais valores iguais ou acima dos descritos confirmam o diagnóstico de DMG. A ADA, finaliza 

mostrando que os diferentes critérios diagnósticos identificarão diferentes graus de 

hiperglicemia materna e de riscos maternos e fetais, levando o debate entre os experts, 
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desagradando alguns e agradando outros.  

O Centro de Investigação do Diabete Perinatal- FMB-UNESP faz o diagnóstico da 

hiperglicemia na gestação usando o rastreamento com glicemia de jejum maior ou igual a 

90mg/dl e fatores de risco (pessoais, obstétricos e familiares); os positivos vão para a fase de 

diagnóstico com TTG75g e perfil glicêmico. Visa a separação das gestantes nos 4 grupos de 

Rudge(1983) e identificação das DMG e HGL. 

 

Hiperglicemia Gestacional Leve e Diabetes mellitus Gestacional 

A Hiperglicemia Gestacional Leve (HGL) compreende um grupo de gestantes com 

rastreamento positivo para DMG, hiperglicemia detectada apenas no perfil glicêmico 

(PG) e diagnóstico negativo para DMG. Este grupo foi identificado em 1983, quando um 

projeto prospectivo  foi  desenvolvido  para padronização do PG comparando-o ao 

TTG100g para o diagnóstico do diabete na gestação. O uso de dois testes,  aplicados  em  

paralelo,  identificou  quatro  grupos  de  gestantes:  IA  - gestantes  não diabéticas  com  

os  2  teste  normais;  Grupo  IB  -  portadoras  de  hiperglicemia gestacional com apenas o 

PG alterado; Grupo IIA - portadoras de DMG  com apenas o TTG 100g alterado e o grupo IIB 

- portadoras de DMG e/ou DM2 com os 2 testes alterados (Rudge, 1983; Rudge et al 

.,1990). Nesse primeiro trabalho ficou muito bem estabelecido que o TTG 100g com seus 

pontos de corte estabelecidos por O´Sullivan (1964) era mau preditor do resultado 

perinatal adverso e que o PG alterado estava associado a mais de 50% de recém-nascidos 

macrossômicos, percentual semelhante ao das diabéticas gestacionais (Rudge et  al.,  

1990;  Rudge  et  al.,  2000).  Essas gestantes com hiperglicemia gestacional leve 

correspondem a 13,8% da população de gestantes rastreadas que, somados aos 7,0% 
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das gestações complicadas por diabete, aumentam a ocorrência de distúrbios 

hiperglicêmicos na gestação para  cerca de 20% (Rudge et al.,1996). Interessante que 

no resultado do “The Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome” – (HAPO Study 

(2009), Metzger et al., 2010) há grande similaridade com essa ocorrência de hiperglicemia 

na gestação: relato de 17,8%. 

Ao longo dos últimos 30 anos temos investigado os mecanismos fisiopatológicos 

relacionados a este grupo de gestantes, seus recém-nascidos e suas placentas. As 

gestantes portadoras de HGL têm risco elevado para hipertensão arterial, obesidade e 

hiperglicemia e parecem reproduzir o modelo da síndrome metabólica (SM) na gestação 

com hiperinsulinemia e resistência à  insulina que persiste seis semanas pós-parto  

(Negrato et al.,2008).  Após 10 a 12 anos da gravidez-índice, o DM2 foi confirmado em 

16,7% das mulheres que tiveram HGL na gestação (Silva et al., 2003). Estudo recente 

usando os dados do banco de dados de 20 anos (1983-2003) evidenciou que diminuir os 

pontos de corte do TTG e do PG aumenta a chance de diagnóstico de macrossomia fetal, 

porém os dois testes precisam ser feitos um após o outro (Rudge  et  al.,2008) 

corroborando  com  os resultados do HAPO Study, onde o aumento progressivo do nível 

glicêmico cursou  com aumento  do  peso  fetal  (HAPO,  2009).  Os recém-nascidos das  

gestantes  com  HGL apresentaram  53,8%  de  macrossomia,  proporção  semelhante  aos  

51,9%,  observados  nas diabéticas clínicas e gestacionais (Rudge et al., 2005). O índice 

de mortalidade perinatal de 41‰, foi semelhante ao de gestantes diabéticas e 10 vezes 

maior que o das gestantes normais do grupo IA  (Rudge et al.,1995). O risco atribuível de 

morte perinatal neste grupo foi de 4,16‰, comparável ao identificado nos grupos de 

gestantes diabéticas (Rudge et al.,2005). Esses recém-nascidos também podem 

apresentar hipertrofia das células beta-pancreáticas, exibindo ao nascimento crises 
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hipoglicêmicas, hiperbilirrubinemia, além de alta incidência de prematuridade e anomalias 

congênitas (Rudge et al., 2000). 

As placentas de mulheres com HGL têm maior densidade absoluta e maior 

incidência de endarterite (lesão descrita como posmortem), quando comparadas a 

aquelas de mulheres normais (Del Nero & Rudge, 2003; Rudge et al., 2011). Essas 

placentas também apresentam alterações morfométricas caracterizadas por  vilosidades 

pequenas com grande  número de capilares (Rudge et al.,2000; Calderon et al.,2007) com 

aumento de apoptose e diminuição de proliferação celular (Sgarbosa et al.,2006). 

Os achados descritos evidenciam que esse grupo de gestantes  com  rastreamento 

positivo para diabete, diagnóstico negativo para DMG e hiperglicemia ao longo do dia 

quando ingerem  dieta  geral,  ou  seja,  quando  ingerem  uma  mistura  de  carboidratos,  

lipídios  e proteínas,  tem  as  mesmas  repercussões  maternas,  neonatais  e  placentárias  

das  gestantes diabéticas. Portanto, gestantes com HGL apesar de serem identificadas na 

literatura como de baixo risco caracterizam uma população com resultados materno e 

perinatal adversos  e representam um problema de saúde pública (Rudge et al., 2005). 

Devido a esses resultados, esse grupo de gestantes foi incluído no protocolo de 

diagnóstico e tratamento das gestações complicadas por diabete ou hiperglicemia de 

graus variados do Centro de Investigação do Diabete Perinatal - Faculdade de Medicina de 

Botucatu - UNESP. 

A literatura internacional tem poucas publicações sobre gestantes portadoras de 

HGL. Trabalho  descrevendo grupo similar ao nosso foi realizado na Holanda em 1989 

(Bacchs et al.,  1989).  Há relatos  que   definem  as  gestantes  com  HGL  como  as  

gestantes  com rastreamento positivo e diagnóstico negativo para DMG (Weijers et al., 

2002), ou com apenas um valor do TTG alterado (Bo et al., 2004). Estes mesmos autores 
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concluem que o teste de rastreamento positivo identifica gestações  com  anormalidades  

metabólicas  e  resultado perinatal adverso mesmo na presença de  TTG normal. É 

controverso se níveis de glicemia materna inferiores aos do diagnóstico de DMG estão  

associados com resultado perinatal adverso. As publicações dos resultados do HAPO 

Study mostram que há forte e contínua associação dos níveis de glicemia materna abaixo 

dos estabelecidos para o diagnóstico do DMG com o risco de aumento do peso dos 

recém-nascidos e dos níveis de peptídeo-C (HAPO et al., 2008). 

Os resultados das nossas pesquisas evidenciam que, tanto as mulheres com DMG 

quanto as portadoras de HGL, apresentam distúrbio metabólico semelhante, muito 

embora não seja ainda entendido o mecanismo(s) responsável(eis) por tal similaridade. A 

literatura atual está reconhecendo que a hiperglicemia materna, de qualquer intensidade  

independente  do diagnóstico de diabete gestacional, deve ser controlada pelo risco  

perinatal adverso (RPA) (HAPO 2009). Isto valida a identificação e o tratamento, iniciado 

há mais de 25  anos, do grupo IB de Rudge (portadoras de HGL). 

Em resumo, os resultados do HAPO Study (2009) evidenciam o link perdido entre 

a glicemia materna, a resposta a insulina fetal e  crescimento  neonatal,  especificamente 

adiposidade neonatal,  confirmando a hipótese de Pedersen proposta há mais de 50 anos 

de que esses resultados perinatais adversos  não estão limitados apenas ao diabete 

clínico, mas estão  ligados  a  níveis  crescentes  de  glicemia   materna.   Apesar de todas  

as  nossas investigações, é necessário definir se essas gestantes representam  um  grupo 

diferente das diabéticas gestacionais ou apenas representam etapas mais precoces da 

mesma patologia. Essa dúvida nos acompanha ao longo dos últimos 30 anos, pois como 

relatamos, encontramos nessas gestantes alguns parâmetros clínicos, laboratoriais, 

placentários  e  de  risco  de desenvolvimento de DM2 num nível intermediário entre as 
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gestantes não diabéticas (rastreamento positivo e diagnóstico negativo para DMG) e as 

portadoras de DMG. 

O desbalanço entre a capacidade das células β-pancreáticas e o aumento da 

demanda por insulina  causada pela diminuição da  sensibilidade à insulina durante a 

gravidez  é o principal mecanismo  patogênico  causador do DMG (Homko et al., 2001, 

Ernst et al., 2011). Por outro lado o DMG tem sido aceito como uma manifestação 

precoce da  Síndrome Metabólica (SM) na qual a combinação de resistência à insulina 

e hiperinsulinemia   compensatória   predispõe  o   indivíduo  a  desenvolver  altos   níveis  

de triglicérides  e  baixos  níveis  de  HDL-colesterol,  aumento  da  pressão  arterial  e  

doença coronária (Reaven, 1994). As causas da disfunção das células beta-pancreáticas 

que levam à insuficiência de insulina não estão bem definidas, mas três categorias gerais 

são identificadas: 1) disfunção autoimune das células beta-pancreáticas; 2) 

anormalidades genéticas que levam à diminuição da  secreção de insulina e 3) disfunção 

das células beta-pancreáticas associada à resistência à insulina crônica (Metzger et al., 

2007). DMG pode representar uma fase inicial do desenvolvimento  de  SM  ou  diabete.  

Mulheres com  histórico  de  DMG  têm  chance aumentada de 50% para desenvolver o 

DM2 (Ferrara 2007). A HGL deve ser uma etapa precoce desse grande quebra-cabeça que 

está se construindo que considera o DMG, a SM e a própria HGL. 

Existe muita controvérsia na literatura sobre a melhor forma de identificar o DMG e 

se os benefícios dessa intervenção justificam os investimentos em saúde, a ansiedade da 

mulher ao ser rotulada como diabética e a medicalização dessa população (Feldman et al., 

2016; ADA 2015; Ayres-de-Campos et al.,2015; HAPO STUDY 2009; IADPSG 2010; Ferrara et 

al.,2007 e Hod et al., 2015). No nosso ponto de vista, aprofundar o conhecimento sobre as 

gestantes  portadoras  de  HGL permitirá um avanço do conhecimento em relação à 
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possível “janela de oportunidades” que a gestação está dando a essas mulheres. Se isto for 

confirmado com este projeto de avaliação do perfil de expressão gênica poderemos 

caminhar na prevenção do DM2 e da nova síndrome denominada “diabesidade” por 

Langer (2010). Talvez a identificação mais aprofundada desse grupo de mulheres na 

gestação represente um marcador precoce de muita utilidade para definição das 

políticas de prevenção e de novas terapêuticas nessa epidemia que assola  o século 21: a 

“diabesidade”. 

 

Hiperglicemia e fatores genéticos 

 

A literatura descreve que existem diversos genes relacionados ao diabete, porém 

não foram estudados genes ligados à HGL. Além disso, é conhecido que a fisiopatologia do 

DMG e DM2 também está relacionada com anormalidades genéticas, as quais são 

amplamente estudadas.  Vários genes estão  relacionados  à  via  de  sinalização  de  

insulina,  que  está diretamente  ligada ao  DM2  e DMG.  O gene  INSR  codifica  o  

receptor  de  insulina que desempenha  papel fundamental na via de sinalização de 

insulina. Mutações neste gene são a causa mais comum de resistência à insulina (Bell et al., 

1982; Pugliese et al., 1997). O gene IRS1 é altamente polimórfico, com variações na 

seqüência codificadora em cerca de 5% dos indivíduos   normais   e   em  10-20%   dos   

pacientes   com  DM2   (Porzio   et   al.,   1999). Polimorfismos neste gene interferem na 

secreção insulínica estimulada pela glicose e pela sulfoniluréia contribuindo para a 

resistência periférica à insulina e diminuição da secreção da insulina, sendo essas 

alterações contribuintes para a patogênese do DM2.  Defeitos no gene IRS2 podem 

contribuir para o DM2 por prejudicar a produção de insulina por efeitos sobre a 



11 
 

 
 

neogênese, proliferação ou sobrevivência das células  beta-pancreáticas e a ação da  

insulina (Iwamoto et al., 2003). O gene PTPN1 participa da via de sinalização de insulina 

como um regulador negativo. Desta forma, defeitos neste gene também estão 

associados ao diabete (Cheyssac et al., 2006; Bento et al., 2004). Este gene foi identificado 

como um alvo potencial para o tratamento de obesidade e DM2 (Zhang et al., 2007). 

Garofalo (2003) e Brozinick (1998) descreveram o gene AKT2 (conhecido como proteína 

kinase beta) como  intermediador no controle  da  captação de glicose muscular e em 

tecidos adiposos. Portadores de mutações neste gene apresentam resistência à insulina 

severa, hiperinsulinemia e obesidade. Outro gene responsável pela resistência à insulina é 

o gene ENPP1, que codifica uma glicoproteína transmembrana do tipo II que inibe o 

receptor de insulina,  portanto, a superexpressão deste gene leva a um aumento na 

resistência à insulina (Maddux et al., 2006). 

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) é uma citocina pró-inflamatória 

(Dandona et al., 1998). Alguns estudos têm demonstrado que polimorfismos no gene 

promotor do TNF-alfa estão diretamente relacionados à resistência à insulina 

(Fernandez-Real et al., 1997). Outros exemplos de genes relacionados à resistência à 

insulina, conseqüentemente ao DM2 e DMG, são o SLC2A2 (Joost et al., 2002), SLC2A4 

(Lesage et al., 1997); os genes AQP2 (Satake et al., 2010), IDE (Rudovich et al., 2009) e 

NEUROD1 (Malecki et al., 2003) e, finalmente, o gene RETN que tem sido apontado  

como  candidato  para  resistência  a  insulina  e  ligação  molecular  entre  DM2  e 

obesidade (Steppan et al., 2001). 

O gene do PPARG é um fator de transcrição com papel fundamental na 

sensibilização à  insulina  e  adipogênese  (Fajas  et  al.,  2001).  Mutações  frequentes  

neste  gene  foram associadas à obesidade e  fenótipos relacionados ao diabete (Deeb et 



12 
 

 
 

al., 1998). O gene do PPARGC1β, que é um co-ativador de receptores nucleares, e outros 

fatores de transcrição que regulam a termogênese adaptativa, gliconeogênese   hepática  e  

biogênese  mitocondrial, também podem desempenhar papel importante na obesidade e 

no DM2  (Puigserver et al.,2003).  O gene ENPP1, também conhecido  como  glicoproteína  

da  membrana  plasmática celular  (Groop  et al.,  1997)  e o  UCP  (gene que  traduz  a 

proteína  UCP1  localizada  na membrana   mitocondrial   interna,   expressa  

principalmente  no  tecido   adiposo   marrom) (Clement et al., 1996) estão associados à 

obesidade, níveis séricos de insulina e DM2  em diferentes populações. 

Outro gene recém descoberto que está totalmente ligado à obesidade é o gene 

FTO. Ratos  com  superexpressão  deste  gene  apresentaram  obesidade  (Church  et  al.,  

2010)  e indivíduos com o alelo de risco aumentaram a ingestão de alimentos (Speakman 

et al., 2008), o que resulta em pré-disposição à  obesidade  e risco aumentado para 

desenvolver o DM2. Sabendo que gestantes com HGL apresentam  obesidade, é de 

grande interesse analisar a expressão deste gene nestas pacientes. 

O  gene  da  insulina  (INS)  tem  sido  proposto  como  um  candidato  potencial  

na patogênese do DM2 (Hattersley et al., 1999), pois polimorfismos neste gene estão 

associados a alterações na expressão de insulina no pâncreas (Bennet et al., 1995) e no 

timo (Pugliese et al., 1997), além do risco aumentado de DM1 em populações caucasianas 

(Bennett et al., 1996). O gene  PDX1 também está relacionado a estas patologias, pois 

é essencial  para  o  desenvolvimento  do  pâncreas,  manutenção  das  células  β-

pancreáticas  e transcrição de insulina (Li et al., 2005). A superexpressão gênica do FBP1 

em células β-pancreáticas leva à deficiência na secreção de insulina estimulada pela 

glicose (Kebede et al., 2008). 

O gene WFS1 é regulado durante a secreção de insulina e desempenha um 
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papel importante papel na manutenção da homeostase do retículo endoplasmático e 

integridade das células β-pancreáticas (Fonseca et  al., 2005). A inativação do gene 

WFS1 em células β- pancreáticas de roedores provoca estresse do retículo 

endoplasmático e morte destas células por apoptose (Fonseca et al., 2005; Riggs et al., 

2005). Mutações neste gene são responsáveis pela síndrome de Wolfram (Inoue et al., 

1998), uma doença recessiva rara caracterizada por atrofia óptica e outras anormalidades 

neurológicas e endócrinas na presença de Diabetes mellitus (Barrett et al., 1995). 

Tuomilehto et al. (2001) mostraram que deleções no gene HNF1β levam à 

intolerância à glicose,  expressão gênica desregulada e redução da secreção da insulina 

estimulada pela glicose. A relevância deste achado é enfatizada por estudos que mostram 

que a intolerância à glicose é um dos melhores preditores do desenvolvimento de diabete. 

O gene FOXC2 é um regulador chave do metabolismo dos adipócitos e 

polimorfismos neste gene têm sido associados com maior sensibilidade à insulina e níveis 

plasmáticos mais baixos de triglicérides em indivíduos do sexo feminino da Escandinávia e 

em mulheres índias Pima (Ridderstrale et al., 2002; Kovacs et al., 2003). 

Existem genes que estão relacionados a patologias causadas pelo diabete, como 

os genes AGT (Chang et al., 2003) e NOS3 (Sandrim et al., 2006), que estão associados 

à nefropatia diabética. Alguns genes estão diretamente relacionados ao DMG e 

consequentemente ao aumento no risco  para  desenvolver   DM2.   Polimorfismos no 

gene  TCF7L2  estão   associados   à susceptibilidade  para  DMG,  pois  afetam  a  resposta  

insulínica  à  glicose  oral  através  da interação com a porcentagem de gordura  corporal 

(Watanabe et al., 2007). Koster et al. (2005) demonstraram que o gene KCNJ11 controla 

a secreção de insulina, alterando o potencial de membrana da célula β-pancreática, 

aumentando o risco para o DMG (Cho et  a., 2009). Polimorfismos nos genes IL10, TNF-
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alfa (Montazeri et al., 2010), MTNR1B (Kim et al.,2011) também apresentam ligação ao 

DMG.  

Em indivíduos saudáveis, não diabéticos  e populações não 

grávidas, aproximadamente um terço da variação na glicemia de jejum é genética, e 

variantes genéticas comuns em múltiplos locis estão robustamente associadas com 

glicemia de jejum, DM2 e traços glicêmicos.  Assim, os fatores  genéticos  são  

susceptíveis  na  contribuição  para  a variação nos níveis de glicose durante a  gravidez. 

No entanto, essas variantes não foram analisadas extensivamente em grandes estudos 

com gestantes (Freathy et al., 2010). 

O grande estudo da (HAPO) mostra que variantes genéticas nos genes GCK e TCF7L2 

estão associadas com níveis de glicose em jejum e pós-prandiais e com o novo consenso 

de definição de diabete gestacional a partir dos “Grupos de estudos de associação de 

diabete e gestação”. Variantes nos genes GCK e TCF7L2, que predispõem maior glicemia 

de jejum e DM2  na população em geral, estão associados com: 1)  níveis mais 

elevados de glicose a partir de TTG em gestantes que não têm diabete explícita e 2) DMG 

no âmbito do novo consenso de definição. Grandes estudos serão importantes para 

avaliar plenamente a contribuição  de  variantes  genéticas  conhecidas  com a  glicemia  

materna  na  gestação,  os resultados da gravidez e fenótipos neonatais (Freathy et al., 

2010). 

O estudo da expressão gênica em larga escala (técnica de Microarray) torna 

possível o monitoramento de milhares de genes usando somente um ensaio (Golub et al., 

1999). O perfil da expressão gênica capta mudanças diárias causadas por fatores 

ambientais, estilo de vida, bem como mudanças permanentes causadas por variações 

estruturais no DNA. 
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Hayashi et al. (2010) comparou o  perfil de expressão gênica em células do 

sangue total, tecido adiposo, fígado e músculo esquelético  em ratos da linhagem Otsuka 

Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF),  espontaneamente diabéticos tipo 2 que 

apresentam obesidade leve, acúmulo de gordura visceral e resistência à insulina de inicio 

tardio com uma linhagem controle (Long-Evans Tokushima Otsuka (LETO). Os resultados 

mostraram que a expressão gênica em células do sangue total reflete diretamente as 

condições do fígado, tecido adiposo e músculo esquelético desses animais. Assim, a 

interação contínua entre o sangue e os tecidos sensíveis à insulina possibilita que a 

expressão gênica do sangue pode ser um diagnóstico sensível e indicador de alterações 

nestes tecidos. 

O risco genético para DMG é relatado como heterogêneo (Petry et al.,2010) e divide 

com o DM2 diversos genes relacionados aos aspectos clínicos, fatores de risco de estilo de 

vida e susceptibilidade genética, incluindo: KCNJ11, TCF7L2, CDKAL1, CDKN2A/CDKN2B, 

HHEX/IDE, IGFBP2, SLC30A8 e FTO (Cho YM et al., 2009). Um total de 486 genes foram 

caracterizados nas DMG, 202 do DM1, 651 DM2 (Collares et al., 2013). Estudo realizado no 

Brasil identificou que as DMG tem perfil transcriptômico que é influenciado pelos aspectos 

epidemiológicos, clínicos, laboratoriais, imunológicos, genéticos e do tratamento 

(Evangelista et al.,2014). O perfil de expressão gênica de DMG evidencia características 

comuns com DM1 e DM2 incluindo destruição autoimune e resistência à insulina (Zhao et 

al., 2011). 

 

Justificativa 

Gestantes portadoras de HGL apresentam resistência à insulina, intolerância à 

glicose e maior susceptibilidade de desenvolver DM2 alguns anos após o parto, 
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semelhantes às mulheres com DMG. A literatura descreve que existem diversos genes 

relacionados ao diabete e a fisiopatologia  do   DMG  e  DM2  também  está  relacionada  

a anormalidades genéticas amplamente estudadas. Trabalhos realizados em nosso 

laboratório relacionados às alterações genéticas, polimorfismos, expressão gênica e 

danos no DNA em gestantes com HGL, mostraram que este grupo de gestantes apresenta 

frequência de 9,67% do polimorfismo Pro12Ala do gene PPARG, 22,2% do SN45T/G no gene 

AdipoQ e 19,05% do Gly972Arg do IRS1 nas gestantes e 16,67% nos recém-nascidos (Gelaleti 

et al., 2015-a), apesar de não serem diferentes estatisticamente, esta frequência é muito 

alta comparada com a frequência deste polimorfismo descrita na literatura, níveis séricos de 

TNF-alfa maiores e de adiponectina menores em relação aos outros grupos, apesar de não 

diferirem na expressão gênica, e aumento nos níveis de danos oxidativos no DNA de células 

do sangue total (Gelaleti et al., 2015 -b). Considerando a existência e a importância destes 

genes no diabete, o fato de que gestantes com HGL apresentam características 

semelhantes ao DMG de acordo com nossos resultados, a avaliação do perfil de expressão 

gênica nestas gestantes é de extrema importância para a caracterização genética deste 

grupo e para identificar marcadores genéticos que estejam relacionados à resistência à 

insulina e às alterações na homeostase da glicose causando, consequentemente, 

alterações no organismo materno que repercutem no desenvolvimento  fetal  e  placentário.  

Além da necessidade de definir  se o perfil de expressão gênica  dessas  gestantes identifica 

um grupo diferente das DMG ou  apenas representam etapas mais precoces da mesma 

patologia. 

 

Hipóteses 

-Gestantes não diabéticas (com rastreamento positivo para DMG) apresentam perfil 
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de expressão gênica diferente do grupo de gestantes com rastreamento negativo. 

- Gestantes com HGL e DMG tratadas apresentam perfil de expressão gênica 

diferente entre si, diferente das gestantes não diabéticas (com rastreamento positivo para 

DMG) e do grupo de gestantes com rastreamento negativo. 

 

Objetivo 

Objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de expressão gênica em células do sangue 

total de gestantes com hiperglicemia. 

Objetivos específicos 

- Identificar o perfil de expressão gênica em células de sangue total de gestantes não 

diabéticas (com rastreamento positivo e diagnóstico negativo para DMG) e comparar com 

gestantes com rastreamento negativo para DMG. (Capítulo 1) 

- Identificar e comparar o perfil de expressão gênica de gestantes não diabéticas 

(com rastreamento positivo e diagnóstico negativo para DMG), hiperglicêmicas gestacional 

leve e diabéticas gestacional. (Capítulo 2). 

 

Método 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa – Plataforma Brasil 

(CAAE: 14489013.0.0000.5411, número do parecer 291.638). Todas as paciente es foram 

informadas sobre o objetivo da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) antes do recrutamento individual. As 52 gestantes foram recrutadas com 

34 semanas de gestação no Centro de Investigação do Diabete Perinatal da Faculdade de 

Medicina de Botucatu-Unesp e no Hospital Misericórdia Botucatuense (UNIMED), entre 

2012-2015 responsáveis pelo diagnóstico e tratamento. As gestantes coletadas não estavam 
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em trabalho de parto nem sob influencia de medicamentos para indução do trabalho de 

parto. 

Os grupos foram distribuídos de acordo com os objetivos em dois capítulos:  

Capítulo 1: Grupo 1 - Controle (n=8), gestantes com rastreamento negativo; Grupo 2 

- Não Diabético (ND; n = 13), com rastreamento positivo e diagnóstico negativo para DMG 

(TTG e perfil glicêmico normais).  

Capítulo 2: Grupos 1 - Controle (n=8), gestantes com rastreamento negativo para 

DMG; Grupo 2 - Não Diabético (ND; n = 13), com rastreamento positivo e diagnóstico 

negativo para DMG (TTG e perfil glicêmico normais); Grupo 3 - Hiperglicemia Gestacional 

Leve (HGL; n = 14), com TTG normal e perfil glicêmico alterado e Grupo 4 – Diabete 

Gestacional  (DMG; n = 16), com TTG alterado e perfil glicêmico normal ou alterado. 

O tamanho amostral se apresenta diferente entre os grupos devido a uma correção 

bioinformática de valores fundo, na qual retiramos as amostras que apresentaram valores 

de fundo acima da média para garantir a qualidade e confiabilidade da técnica. 

Um questionário sobre informações pessoais (idade, tabagismo, etilismo, contato 

com compostos químicos, exposição a radiações) e histórico médico (doenças 

intercorrentes, medicamentos de uso habitual) foi aplicado a todas as participantes do 

estudo. Os fatores de risco presentes nos grupos com rastreamento positivo foram: Glicemia 

de jejum acima de 90mg/dl, obesidade prévia, histórico familiar de diabete, idade materna 

acima de 25 anos, história obstétrica de DMG prévio, macrossomia fetal, óbito perinatal 

anterior, malformação fetal prévia. 

Os critérios para a inclusão no estudo foram: (a) a gestante ser classificada dentro de 

um dos grupos de estudo; (b) realizar assistência pré-natal e parto no Hospital Misericórdia 

Botucatuense - UNIMED ou no Hospital das Clinicas de Botucatu- Faculdade de Medicina de 
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Botucatu-Unesp; (d) assinar o TCLE; (e) estar em jejum no momento da coleta; (f) TTG e 

Perfil glicêmico entre a 24ª e 28ª semanas; (g) idade gestacional máxima de entrada no 

protocolo de tratamento de 30 semanas para as mulheres com HGL e DMG; (h) não estar em 

trabalho de parto no momento da coleta. Critérios de não inclusão foram: (a) gestações 

múltiplas; (b) Fumantes; (c) Etilistas e (d) diabéticas tipo 1. Critérios de exclusão: (a) 

gestantes com doenças crônicas e infecciosas; (b) malformações fetais e (c) parto antes da 

34ª semana. As gestantes com diagnóstico de HGL e de DMG seguiram mesmo protocolo 

terapêutico que inclui orientação e adequação alimentar, por nutricionistas do serviço, 

prática regular de exercícios, e, quando necessário, insulina associada à dieta e ao exercício 

(Metzger et al., 2007). O controle da hiperglicemia materna foi realizado pelo perfil 

glicêmico, em intervalos máximos de 15 dias. Quando a média glicêmica foi ≥120 mg/dL 

(calculada pela média aritmética de todas as glicemias avaliadas no PG), a insulina NPH foi 

introduzida, com doses e horários de aplicação ajustados aos valores e picos hiperglicêmicos  

(Rudge et al., 2005). 

Foi coletada amostra de sangue periférico para glicemia, HbA1C e análise de 

expressão gênica. A glicose plasmática foi mensurada pelo método de glicose oxidase 

(Glucose – Analyser II Beckman, Fullerton, California, USA) e a média glicemia calculada pela 

média aritmética da glicose plasmática mensurada em todos os perfis glicêmicos realizados 

ao diagnóstico (grupo ND) e durante o tratamento (grupos HGL e DGC); a HbA1C foi 

analisada pelo método de HPLC (cromatografia líquida de alta resolução – D10TM 

Hemoglobin Testing System, BIO RAD® Laboratories, Hercules, CA, USA). O índice de massa 

corpórea (IMC) foi calculado pela razão entre peso corpóreo dividido pelo quadrado da 

altura no início e final da gestação. 

Parte da amostra de sangue (2,5mL) coletada em seringas foi imediatamente 
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transferida para tubo Blood RNA (PaxGene), homogeneizada e armazenada à temperatura 

ambiente por até 24 horas. Após esse período, os tubos foram armazenados em freezer a -

20ºC por 24 horas e, posteriormente, em freezer -80ºC até o momento da extração do RNA. 

 

Extração de RNA e avaliação da concentração e integridade da molécula  

 A extração do RNA foi feita utilizando-se o Paxgene Blood RNA kit (Qiagen), de 

acordo com as instruções do fabricante. A concentração foi realizada no equipamento 

NanoVue. A média das concentrações e a relação de contaminação do RNA extraído foram 

satisfatórias, com rendimento em média de 0,5 μg/μL e índice de pureza (razão 260/280 e 

260/230) acima de 1,8. A qualidade e integridade da molécula foram avaliadas por meio da 

integridade das bandas referentes às subunidades ribossomais 28s e 18s. Além disso, foi 

realizada a análise por eletroforese em capilar em equipamento Bioanalyser (Agilent) para 

verificação do RIN (RNA Integrity Number), sendo que os valores de RIN iguais ou acima de 7 

foram considerados aceitáveis para a realização dos microarrays. 

 

Perfil de expressão gênica em larga escala (microarray) 

O perfil de expressão gênica foi avaliado pela técnica de microarray de uma cor. 

Foram usadas lâminas de vidro (SurePrint G3 Human GE 8x60K Microarray Kit) e  feita a 

conversão do RNA em cDNA, que foi marcado com cianina (Cy3) com o 1-Color Low Input 

Linear Amplification kit (Agilent). O cRNA marcado foi purificado com o RNeasy kit (Qiagen), 

posteriormente eluído em água RNAse-free e, então, quantificado. As etapas de 

fragmentação do cRNA e hibridação (em câmara de hibridação SureHyb por 17 horas a 65ºC) 

das amostras nas lâminas foram realizadas utilizando-se o Gene Expression Hybridization kit. 

Na sequência, as lâminas hibridadas foram lavadas com as soluções específicas. As soluções 
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Agilent’s Stabilization e Drying foram utilizadas para proteger as sondas cianinas da 

degradação induzida por ozônio. A análise das lâminas de microarrays foi feita no 

equipamento Agilent Microarray Scan Control. A extração dos dados foi feita por meio do 

Agilent Feature Extraction e foram avaliados todos os parâmetros, que foram mostrados 

pelo QC report para garantir a qualidade da técnica. 

 

Análise estatística e bioinformática 

Os dados clínicos foram extraídos do Banco de Dados do Serviço e armazenados em 

planilhas do software Excel 2010. Após isso, foram conferidos e testados quanto à 

consistência das informações. Para avaliar as características da população do estudo, foi 

utilizada teste t (capítulo 1) e análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de 

comparações múltiplas de Tukey (capítulo 2). O nível de significância estatística adotado foi 

de p <0,05. 

Para análise do microarray, a quantificação dos dados e o controle de qualidade 

foram realizados utilizando-se o software Feature Extraction (FE) software versão 15.5 

(Agilent Technologies, Inc. Life Sciences and Chemical Analysis Group, Santa Clara, CA, USA). 

O filtro, normalização e análise dos dados de expressão foram carregados em R-statistical 

environment (http://www.r-project.org) versão 3.0.0. O ajuste de fundo foi realizado 

subtraindo-se os valores medianos de fundo a partir dos valores medianos de expressão. Os 

dados foram transformados por log2 e, em seguida, normalizados utilizando a função quantil 

do pacote aroma.light (Bolstad et al., 2003). Os genes diferencialmente expressos foram 

identificados utilizando-se o teste-F com correção Benjamini-Hochberg visando à 

comparação entre todos os grupos, foi estabelecido cutoff de 2 para o fold change. Essas 

análises foram feitas utilizando-se o pacote Multtest (Pollard et al., 2005). Todos os clusters 
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de genes co-regulados foram submetidos à análise funcional utilizando banco de dados para 

anotação, visualização e descoberta Integrada (DAVID) versão 6.7 (Huang et al. 2009). Foram 

considerados significativos os valores de p < 0,05, incluindo a correção Benjamini-Hochberg.  

Após análise bioinformática, foi feita revisão na literatura de todos os genes 

diferencialmente expressos e elaboradas redes biológicas e discussão dos genes que 

apresentaram relação direta ou indireta com diabete e sua fisiopatologia. 

 

Avaliação de redes de interações gênicas 

 As redes de interações gênicas foram feitas pelo STRING: functional protein 

association networks (String-db.org) utilizando cada gene diferencialmente expresso de 

interesse que apresentou interações dentro de cada comparação. Foi utilizado confidence 

score de 0,7 (high confidence) e não mais que 50 interações por gene. Além disso, foram 

usados experiments e databases como métodos de predição.
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