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Resumo

A diabetes mellitus gestacional (DMG) aumenta consideravelmente os riscos de diversos problemas de curto e
longo prazo na saude da mde e do recém-nascido. Acredita-se que polimorfismos nos genes de citocinas
possam influenciar o risco de DMG. A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina inflamatdria potente que medeia uma
série de fungdes fisioldgicas. Um polimorfismo de nucleotideo Unico do promotor do gene IL-6 (-174G/C,
rs1800795) tem sido amplamente avaliado com relagdo a sua associagao com diversas condi¢Ses patoldgicas. O
presente estudo teve por objetivo analisar a associa¢do entre o polimorfismo -174G/C e desfechos neonatais
em gestagcdes com DMG. O estudo foi composto por 80 gestantes com DMG, com idade média de 28,1 anos.
Ndo foram observadas diferengas significativas entre gendtipos maternos e os desfechos neonatais avaliados
(peso do recém-nascido, APGAR de 1 minuto e de 5 minutos). Esses resultados sugerem que o polimorfismo
ndo esta associado a desfechos negativos em neonatos nascidos de gestantes brasileiras com DMG.

Palavras-chave: diabetes mellitus gestacional, interleucina-6, polimorfismo de nucleotideo Unico, estudo de
associagdo, desfechos neonatais

Abstract

Gestational diabetes mellitus (GDM) considerably increases the risks of several short- and long-term health
problems for the mother and newborn. It is believed that polymorphisms in cytokine genes may influence the
risk of GDM. Interleukin-6 (IL-6) is a potent inflammatory cytokine that mediates a number of physiological
functions. A single nucleotide polymorphism of the promoter of the IL-6 gene (-174G/C, rs1800795) has been
widely evaluated for its association with several pathological conditions. The present study aimed to analyze
the association between -174G/C polymorphism and neonatal outcomes in pregnancies with GDM. The study
consisted of 80 pregnant women with GDM, with a mean age of 28.1 years. No significant differences were
observed between maternal genotypes and the assessed neonatal outcomes (newborn weight, 1-minute and 5-
minute APGAR). These results suggest that the polymorphism is not associated with negative outcomes in
neonates born to Brazilian pregnant women with GDM.

Keywords: gestational diabetes mellitus, interleukin-6, single nucleotide polymorphism, association study,
neonatal outcomes
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Introdugao

A diabetes mellitus gestacional (DMG) configura-se
quando a intolerancia a glicose é identificada pela
primeira vez durante a gestagdo, podendo ser
transitoria ou ndo. Essa doenga é caracterizada por
uma forma de diabetes induzida por resisténcia a
insulina e pela disfungdo das células B pancreaticas
durante a gravidez (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2013). Aproximadamente 9-25% das
gestacdes em todo o mundo sdo afetadas pelas
complicagdes de saude decorrentes desta doenga
(ALEJANDRO et al, 2020), de modo que
diagndsticos precoces e de tratamentos adequados
sdo essenciais para evitar consequéncias graves
tanto para a saude do feto quanto para a da
gestante.

A fisiopatologia da DMG envolve uma série de
fatores, incluindo a resisténcia a insulina, o
aumento da produgdo de hormdnios placentarios e
o estresse fisioldgico. Nesse sentido, a gestante
portadora de DMG ndo tratada fica suscetivel a
sofrer diversas intercorréncias durante a gestacgao,
dentre as quais podemos citar o maior risco de
rotura prematura de membranas, parto pré-termo
e pré-eclampsia. Ademais, o feto corre o risco de
apresentar diversas condi¢Ges maléficas, tais como
macrossomia, sindrome da angustia respiratéria,
hipoglicemia, cardiomiopatia e hipocalcemia
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE ENDOCRINOLOGIA E
METABOLOGIA, 2008).

Estudos reportam que a citocina inflamatodria
interleucina-6 (IL-6) estd envolvida na regulagdo da
homeostase glicémica e na patogénese da DMG, e
indicam que, em gestantes portadoras de DMG, os
niveis séricos dessa citocina sdo elevados
(HASSIAKOS et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2023).
Nesse sentido, existe a possibilidade de que os
niveis elevados de IL-6 em mulheres com DMG
possam agravar a resisténcia a insulina através de
diversos mecanismos e, assim, participar da
patogénese dessa enfermidade (NERGIZ et al.,
2014).

Um polimorfismo na regidao promotora do gene IL-
6 (-174C/G, rs1800795) tem sido amplamente
estudado em relacdo aos niveis de IL-6 e diversas
doencgas. A associacdo entre o gendtipo GG do
polimorfismo e niveis mais elevados de IL-6 foi
relatada em alguns estudos (FISHMAN et al., 1998;
FERNANDES et al., 2015). Estudo examinando a
associagdo entre polimorfismos genéticos no gene
IL-6 e a suscetibilidade ao diabetes gestacional
mostrou que portadoras do alelo G do
polimorfismo -174G/C  apresentaram  maior

suscetibilidade ao desenvolvimento de DMG (WEI
et al., 2020). Entretanto, ainda ha discrepancias
nos resultados encontrados nos estudos
publicados sobre a associagdio entre o
polimorfismo e o DMG, de modo que sdo
necessarias mais pesquisas para elucidar a
natureza dessa relagdo. O presente estudo tem por
objetivo analisar a associagdo entre o polimorfismo
-174G/C e desfechos neonatais em gestagbes com
DMG

Materiais e Método

Descrigdo da amostra

A amostra foi composta por gestantes diabéticas
em atendimento no Servico de Pré-Natal de Alto
Risco (PNAR) do Hospital Materno Infantil
Presidente Vargas (HMIPV) durante o periodo de
agosto de 2020 e julho de 2022. O HMIPV é um
hospital especializado regional, da cidade de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, 100% SUS, voltado para
a area materno-infantil e saide mental. Nele sdo
desenvolvidos varios programas de referéncia
regional. Entre eles, o atendimento de gestantes
de alto risco, no PNAR, com o atendimento
especializado de gestantes com diabetes, no
Ambulatdrio de Diabetes na Gestagdo (ADG). Cabe
ressaltar que, por representar uma referéncia
regional, o HMIPV atende além de moradores de
Porto Alegre, também pacientes de outros
municipios gauchos.

Os procedimentos envolvidos na participagdo da
voluntaria foram alinhados com as consultas e
procedimentos de rotina no servigco e envolveram
as seguintes etapas: realizagdo de entrevista para
obtencdo de informacgGes pessoais e sobre sua
salde e gestacdo; coleta de sangue para extragdo
do DNA.

O diagnostico de DMG foi realizado no HMIPV,
bem como as analises laboratoriais de rotina. Para
diagnosticar as pacientes com DMG ¢é
recomendado que na primeira consulta do pré-
natal sejam encaminhadas para dosagem de
glicemia em jejum. Todas as mulheres com
glicemia de jejum = 92 mg/dl inicial devem ser
submetidas a teste de sobrecarga oral com 75 g de
glicose entre 24 e 28 semanas de gestagdo, sendo
o diagndstico de diabetes gestacional estabelecido
quando no minimo um dos valores a seguir
encontrou-se alterado: glicemia em jejum > 92
mg/dl; glicemia 1 hora apds sobrecarga 180
mg/dl; glicemia 2 horas apds sobrecarga > 153
mg/dl. Contudo, sempre que a paciente apresenta
sintomas ou sinais de diabetes é recomendado um
novo teste de glicose em jejum e caso apresente
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um valor elevado os testes devem ser repetidos
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

Além dos resultados de DMG, foram analisadas
informacgdes de cada gestante e recém-nascido no
prontuario eletrénico do HMIPV, como idade
gestacional, peso do recém-nascido e APGAR.

Aspectos éticos

O presente estudo faz parte de um estudo mais
abrangente, denominado “Avaliacdo do valor
preditivo de biomarcadores moleculares no
desfecho da gestagdo de alto risco”, aprovado no
Comité de Etica e Pesquisa do HMIPV (CAAE:
20441819.9.0000.5329). Todas as gestantes
incluidas no estudo foram informadas sobre os
objetivos do projeto e do que consistiria a sua
participacdo. Apds os esclarecimentos necessarios,
todas as participantes assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Metodologia de andlise do polimorfismo

Amostras de sangue das gestantes do HMIPV
foram coletadas por pung¢do venosa. O DNA total
foi extraido usando o método descrito por Lahiri e
Nurnberger (1991). O polimorfismo IL-6 -174G/C
foi analisado pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) seguida de digestdo por enzima de restricdo
conforme descrito anteriormente (DALLA LIBERA et
al., 2011). Resumidamente, a mistura de
amplificagdo continha 3dgua destilada ultrapura
(livre de DNase e RNase), Tris-HClI 10 mM, pH 8,5,
KCl 50 mM, MgCl. 0,75 mM, 0,0625 mM de
desoxinucleotideos trifosfatados, 0,25 uM de cada
primer (5'- GCGATGGAGTCAGAGGAAAC -3' e 5'-
ATCTTTGTTGGAGGGTGAGG-3'), 1 U de Tag DNA
polimerase e 20 ng de DNA. Todas as reagdes
foram realizadas com os seguintes parametros de
ciclo: 1 ciclo a 942C por 3 min e 35 ciclos a 942C por
10s, 602C por 30s e 72°C por 30s, seguido de um
ciclo de extensdo final a 722C por 3 min. O DNA
amplificado foi analisado pela técnica de
polimorfismo de comprimento do fragmento de
restricdo (RFLP) usando a enzima de restricdo
Nlalll. Os fragmentos digeridos foram separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
corado com nitrato de prata. O alelo G apresenta
trés fragmentos (com 208, 171 e 29 pb), enquanto
o alelo C apresenta quatro fragmentos (com 171,
122, 86 e 29 pb).

Andlises estatisticas

As varidveis categéricas foram comparadas por
meio do teste de qui-quadrado ou teste exato de
Fisher, conforme recomendado. As frequéncias
alélicas foram determinadas por contagem direta
dos alelos e os desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg foram avaliados pelo teste de qui-
quadrado. Todos os testes realizados foram

bicaudais e valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Resultados

A amostra do estudo foi composta por 80
gestantes com idades entre 18 e 42 anos, tendo
uma média de 28,1 anos (Tabela 1). A maioria das
participantes reportou ter oito ou mais anos de
estudo. Nove gestantes relataram o consumo de
drogas fumadas (11,2%) e cinco relataram o
consumo de 4lcool (6,2%). Sobre o habito de
fumar, 22 (27,5%) gestantes eram ex-fumantes e 5
(6,2%) fumaram durante a gesta¢do. Um total de
33 gestantes (41,3%) relataram histérico familiar
de diabetes mellitus, sendo que 9 (11,2%) tinham
historico familiar de DMG. A doenca que
apresentou maior frequéncia de histérico familiar
foi HAS, reportado por 39 gestantes (48,8%), sendo
que 15 gestantes (18,8%) tinham diagnédstico de
HAS. A maioria das mulheres (n=42, 52,5%) estava
na sua primeira gestagcdo, seguido de gestantes
que ja tinham tido uma gestagdo (n=18, 22,5%).

Tabela 1 - Caracterizagdo da amostra de gestantes com DMG.

Variavel Total
(n=80)

Idade (anos) 28,1+7,3
Escolaridade

Até 8 anos de estudo 26 (32,5)

8 ou mais anos de estudo 54 (67,5)
Cor da Pele

Branca 40 (50,0)

Negra 22 (27,5)

Mulata 18 (22,5)
Uso de drogas fumadas 9(11,3)
Consumo de bebidas alcodlicas 5(6,2)
Fumo

Atual 5(6,2)

Ex-fumante 22 (27,5)
Histérico familiar

DM1 1(1,2)

DM2 23 (28,8)

DMG 9(11,3)

PE 5(6,2)

HAS 39 (48,8)

Gemelaridade 7(8,7)
Doenga crénica

Ansiedade 4 (5,0)

Asma 9(11,3)

Depressdo 5(6,2)

HAS 15 (18,8)
Gestagdes prévias

1 18 (22,5)

2 7(8,7)

3 ou mais 13 (16,3)

HAS: hipertensdo arterial sistémica; PE: pré-eclampsia; DM:
diabetes mellitus. Valores em frequéncias absolutas e
porcentagens (entre parénteses).

As frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo -174G/C observadas na amostra de
gestantes com DMG s3o mostradas na Tabela 2. O
alelo G apresentou frequéncia de 76,3% e o
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gendtipo GG foi o mais frequentemente observado
na amostra estudada (n=46, 57,5%). As frequéncias
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

A maior parte dos recém-nascidos apresentou peso
normal ao nascer, porém trés (4,1%) nasceram
com baixo peso e dois (2,8%) apresentaram
macrossomia. Na avaliagdo de APGAR 1 minuto,
dois recém-nascidos (2,8%) tiveram pontuagdo
abaixo de 5, enquanto 10 (14,1%) tiveram entre 5 e
7 pontos. No APGAR 5 minutos, dois recém-
nascidos (2,8%) tiveram pontuagdo abaixo de 8,
com o restante da amostra tendo valores de 8 ou
mais pontos. A Tabela 3 mostra os desfechos
neonatais estratificados pelos gendétipos maternos
do polimorfismo -174G/C. Considerando a
frequéncia muito baixa de gestantes homozigotas
CC, esse genotipo foi agrupado com o gendtipo
heterozigoto CG, em um modelo de dominancia do
alelo C. N3o foram observadas diferencgas
estatisticamente significativas para o peso do
recém-nascido, APGAR de 1 minuto e APGAR de 5
minutos entre os gendtipos.

Tabela 2 - Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo -
174G/C do gene IL-6 na amostra de gestantes com DMG.

Variavel Frequéncia

Alelos

G 122 (76,3)

C 38(23,7)
Genotipos

GG 46 (57,5)

cG 30(37,5)

cC 4(5,0)

Valores em frequéncias absolutas e porcentagens (entre
parénteses).

Tabela 3 - Desfechos dos recém-nascidos estratificados pelos
gendtipos maternos do polimorfismo -174G/C do gene IL-6.

Variavel Gendtipos -174G/C P
GG CG+CC

Peso do RN 0,522
<2500 3(6,8) -
2500 - 2999 10(22,7) 9(31,0)
3000 - 3999 30 (68,2) 19 (65,5)
>4000 1(2,3) 1(3,5)

APGAR 1 min. 0,095
4 1(2,3) 1(3,4)
5-7 3(7,2) 7(24,1)
8-10 38(90,5) 21(72,5)

APGAR 5 min. >0,999
7 1(2,4) 1(3,5)
8-10 41 (97,6) 28 (96,5)

Discussao

No presente estudo analisamos 80 mulheres
gravidas diagnosticadas com diabetes mellitus
gestacional avaliando a relagcdo do polimorfismo
-174G/C com desfechos neonatais. Observamos
que o alelo G apresentou frequéncia de 76,3%. O

alelo G é o alelo mais comum em diversas
populagdes estudadas, como mostrado em estudos
realizados no Japdo, Malasia, China, Coréia e
Estados Unidos (COX et al., 2001; PARK et al., 2003;
OGNJANOVIC et al., 2010; PAN et al., 2011; GAN et
al., 2016). A frequéncia dos alelos do polimorfismo
-174G/C pode variar conforme os grupos étnicos
populacionais. Por exemplo, Hassan et al. (2003)
avaliando grdvidas norte-americanas relataram
que o gendtipo CC foi observado em 2% das
mulheres afro-americanas e 15% das mulheres
caucasianas.

Gueuvoghlanian-Silva et al. (2012) foram, até onde
se sabe, os primeiros a investigar a associagdo
deste polimorfismo com a DMG. O estudo de caso-
controle avaliou 79 gestantes brasileiras com DMG
e 169 gestantes sem DMG. Ndo foi observada
associacdo do polimorfismo com DMG, pois os
gendtipos apresentaram frequéncias similares
entre o grupo caso e o grupo controle. De forma
similar, ndo foi observada diferenga nos niveis de
IL-6 quantificados nos dois grupos a partir do
sobrenadante de células mononucleares
periféricas das gestantes que foram colocadas em
cultura. Além disso, ndo foi observada associagdo
dos niveis de IL-6 com os gendtipos do
polimorfismo -174G/C.

Outro estudo, realizado na China, encontrou
resultados semelhantes aos de Gueuvoghalanian-
Silva et al. (2012). O estudo de caso-controle
analisou 140 mulheres com DMG e 140 gravidas
saudaveis visando investigar as correlagbes e
interacbes entre os polimorfismos de genes
relacionados a resisténcia a insulina, incluindo o
polimorfismo -174G/C, e fatores de risco
ambientais e dietéticos no desenvolvimento do
DMG. N3o foram observadas diferencas
significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas
do polimorfismo -174G/C entre gestantes com e
sem DMG, bem como sua associagdo com fatores
ambientais e dietéticos (FENG et al., 2019).

No presente estudo ndo encontramos diferengas
na comparagao entre gendtipos para
caracteristicas dos recém-nascidos. Este resultado
estd em concordancia com estudos anteriores.
Stonek et al. (2008) ndo encontraram associagdo
do polimorfismo com desfechos dos recém-
nascidos e maternos, tais como morte fetal
intrauterina, bebés pequenos para a idade
gestacional, parto prematuro, pré-eclampsia e
complicagOes na gravidez. Por outro lado, Simhan
et al. (2003) associaram o genodtipo GG a maior
risco de parto prematuro, enquanto o genétipo CC
foi associado a menor incidéncia de
prematuridade. Similarmente, o gendtipo GG foi
mais frequente em bebés australianos com
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sindrome de morte subita infantil (SMSI)
comparado ao grupo controle (MOSCOVIS et al.,
2006). Porém, esses achados ndo foram
confirmados em um estudo em uma amostra
norueguesa envolvendo 175 casos de SMSI e 71
controles (OPDAL; ROGNUM, 2007). A discordancia
entre os estudos poderia estar relacionada a
diferengas nos critérios diagndsticos de SMSI bem
como a diferengas na distribui¢do do polimorfismo
-174G/C em diferentes grupos étnicos.

Polimorfismos genéticos, incluindo o polimorfismo
-174G/C, foram também associados ao tempo de
internagdo em unidade de terapia intensiva
neonatal. A associagdo poderia ser justificada por
sua influéncia em processos de infec¢do e/ou
inflamacdo que sdo provaveis determinantes
bioldgicos do nascimento prematuro. A IL-6 é uma
citocina  pleiotropica  sendo  dificil  isolar
individualmente seus efeitos, mas foi descrito que
niveis mais elevados de IL-6 podem estar
associados ao trabalho de parto prematuro
(MALARSTIG et al., 2007, BAUMGARTEL et al.,
2017). Gendtipos maternos de interleucinas
também foram associados as necessidades de
oxigénio logo apds o nascimento, e evidéncias
sugerem que niveis elevados de IL-6 no corddo
umbilical estdo positivamente associados a
sindrome do desconforto respiratério (Sorokin et
al., 2014).

Os resultados discrepantes relativos ao
polimorfismo -174G/C do gene IL-6 e desfechos da
DMG podem ser, pelo menos em parte, explicados
por questdes dos delineamentos dos estudos, bem
como de diferengas na estrutura e composicdo das
populagbes estudadas. No presente estudo, ndo
foram encontradas evidéncias que sugerem a
associacdo do polimorfismo com desfechos
obstétricos na amostra estudada. Uma possivel
explicagdo pode estar relacionada ao tamanho
amostral analisado, que foi relativamente
pequeno. Além disso, uma contribuicdo
importante de um Unico gene ¢é bastante
improvavel para uma doenga como a DMG, onde
um grande nimero de pardmetros bioquimicos e
fisiolégicos contribui para o resultado clinico. O
modelo de anadlise comparando portadores do
alelo C com homozigotos do gendtipo GG também
pode ter influenciado nos resultados observados.
Em decorréncia da baixa frequéncia do gendtipo
CC foi realizada a sua andlise de forma conjunta
com o gendtipo CG, conforme realizado em estudo
anterior (DALLA LIBERA et al., 2011)

Conclusoes

Os dados do presente estudo ndo mostraram
diferengas estatisticamente significativas entre

genotipos do polimorfismo -174G/C do gene IL-6 e
desfechos neonatais na amostra estudada.
Entretanto, é necessdrio aumentar o tamanho
amostral para ter um poder estatistico adequado
para confirmar tais achados. A continuidade do
estudo sera fundamental para atingir uma maior
compreensdo sobre o papel do polimorfismo
funcional do promotor do gene IL-6 em gestantes
brasileiras com DMG.
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