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RESUMO 

 

Introdução: A obesidade é uma condição inflamatória que predispõe ao 

desenvolvimento do Diabetes Mellitus Gestacional (DMG). Algumas mulheres 

obesas desenvolvem uma forma mais precoce de DMG, antes do aumento 

fisiológico da secreção de hormônios placentários hiperglicemiantes que ocorre 

por volta da 24ª semana da gestação. Ainda não está claro qual seria o perfil de 

adipocinas séricas dessas gestantes que desenvolvem esta forma precoce de DMG. 

Objetivo: Avaliar mediadores da resposta inflamatória na 1ª metade da 

gestação em mulheres pré-obesas e obesas, procurando associar os achados 

com o diagnóstico de DMG precoce (até 20 semanas). Métodos: Este estudo 

do tipo coorte prospectivo recrutou gestantes com sobrepeso (IMC pré-

gestacional >25 Kg/m 
2
) na 1ª metade da gestação, sem outras co-morbidades. Foi 

colhido sangue para avaliar os níveis séricos de adipocinas, e para análise de 

polimorfismos genéticos. Todas as participantes realizaram teste de tolerância oral 

a glicose com 75g (TTOG) até a 20ª semana de gestação; aquelas com 1 ou mais 

valores anormais (jejum 92-125 mg/dL, 1h 180-199 mg/dL, 2 h 153-199 mg/dL) 

receberam o diagnóstico de DMG, segundo os critérios do IADPSG.  Todas as 

gestantes foram acompanhadas até o final da gestação e aquelas que 

desenvolveram DMG posteriormente ou qualquer outra complicação clínica ou 

obstétrica foram excluídas das análises. Foram comparados os achados dos 

exames laboratoriais entre as gestantes com e sem DMG precoce. As 

concentrações séricas de adiponectina, leptina, resistina, grelina e visfatina foram 

mensuradas por ELISA, e os polimorfismos genéticos pela técnica de PCR-RFLP. 

Resultados: Um total de 93 gestantes com sobrepeso foi incluído nas análises: 33 

desenvolveram DMG precoce e 60 tiveram uma gestação saudável sem nenhuma 

complicação. Os níveis séricos de adiponectina foram significantemente mais 

baixos e os de leptina mais altos no grupo que desenvolveu DMG precoce 
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(p=0,02, p=0,01; respectivamente). A razão adiponectina/leptina foi menor 

no grupo DMG (p=0,003). Não encontramos alterações das concentrações 

séricas de resistina, grelina e visfatina relacionadas ao DMG.  O 

polimorfismo -2548 G/A do gene de Leptina mostrou associação com 

DMG precoce (p=0,02). Conclusão: Gestantes com sobrepeso com DMG 

precoce têm níveis de adiponectina significantemente menores e de leptina 

significantemente maiores na 1ª metade da gravidez do que gestantes saudáveis. 

Além disso, o polimorfismo -2548 G/A do gene de Leptina parece estar 

associado à doença. 

 

Palavras-chave: adipocinas, obesidade, sobrepeso, polimorfismo, Diabetes 

Mellitus Gestacional. 
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ABSTRACT 
 

 

Introduction: Obesity is an inflammatory condition that predisposes to the 

development of Gestational Diabetes Mellitus (GDM). Some obese women 

develop early-onset GDM, before the physiological increase in secretion of 

placental hyperglycemic hormones that occurs around the 24
th

 week of 

pregnancy. The adipokine profile of these women who develop early-onset 

GDM remains unclear. Objective: To assess inflammatory response 

mediators in the 1
st 

half of pregnancy in pre-obese and obese women, trying 

to relate the findings to the diagnosis of early onset GDM (before the 20
th
 

week). Methods: This prospective cohort study recruited overweight 

pregnant women (pre-pregnancy BMI> 25 kg / m
2
) in the 1

st
 half of 

pregnancy without other co-morbidities. Blood was collected to evaluate 

serum adipokines, and for the analysis of genetic polymorphisms. All 

participants underwent a 75g  oral glucose tolerance test (OGTT) up to the 

20
th 

 week of pregnancy;  those with 1 or more abnormal values (fasting 92-

125 mg/dL, 1h 180-199 mg/dL, 2 h 153 - 199 mg/dL) were diagnosed with 

GDM according to the criteria of the IADPSG. All women were followed 

until the end of pregnancy and those who subsequently developed GDM or 

any other clinical or obstetric complications were excluded from the 

analysis. We compared the results of laboratory tests among pregnant 

women with and without early-onset GDM. Serum concentrations of 

adiponectin, leptin, resistin, ghrelin and visfatin were determined by 

ELISA, and genetic polymorphisms by PCR-RFLP. Results: A total of 93 

overweight pregnant women were included in the analysis: 33 developed 

early onset GDM and 60 had a healthy pregnancy with no complications. 

Serum adiponectin levels were significantly lower and leptin levels were 
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significantly higher in the early-onset GDM group (p = 0.02, p = 0.01, 

respectively). The adiponectin/leptin ratio was lower in the early-onset 

GDM group (p = 0.003). We did not identify significant differences in the 

levels of resistin, ghrelin and visfatin related to GDM. The leptin gene        

-2548 G/A polymorphism was associated with early-osnet GDM (p = 0.02). 

Conclusion: Overweight pregnant women with early-onset GDM have 

significantly lower levels of adiponectin and significantly higher levels of 

leptin in the first half of pregnancy, than healthy pregnant women. In 

addition, the leptin gene -2548 G/A polymorphism seems to be associated 

with the disease. 

 

Key words: adipokines, obesity, overweight, polymorphism, Gestational 

Diabetes Mellitus. 
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A obesidade é uma doença crônica cuja incidência vem crescendo 

em todo o mundo, sendo atualmente considerada uma pandemia. De acordo 

com a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2009 existiam no mundo 

cerca de 1,5 bilhões de adultos com sobrepeso, conceituado como índice de 

massa corporal (IMC) > 25 kg/m 
2
. Estima-se que em 2015 existirão 2,3 

bilhões de pessoas com sobrepeso e 700 milhões de obesos (IMC > 30 

kg/m
2
) 

(1)
. 

A repercussão da obesidade sobre a saúde em geral é extensa, 

incluindo significante aumento das taxas de mortalidade decorrente de 

problemas circulatórios, metabólicos e oncológicos, entre outros. Pode 

ainda comprometer a fertilidade e o binômio materno-fetal, aumentando a 

incidência de complicações obstétricas, incluindo o diabetes mellitus 

gestacional (DMG) 
(2-4)

. 

O DMG é definido como intolerância à glicose de gravidade variável, 

que surgiu ou foi diagnosticada durante a gestação 
(3)

. É caracterizado pela 

incapacidade do pâncreas materno em atender à demanda crescente de 

insulina que se instala a partir do 2º trimestre da gestação em decorrência da 

produção de hormônios anti-insulínicos pela placenta 
(5)

. O DMG representa o 

distúrbio metabólico mais frequente da gestação, podendo acometer de 3% até 

30% da população, dependendo das características da população e dos 

critérios diagnósticos adotados 
(3, 6)

. 

Recentemente a International Association of  Diabetes and Pregnancy 

Study Groups (IADPSG) propôs alterações nos parâmetros utilizados para 

diagnóstico de DMG 
(7)

. Segundo esta nova recomendação, gestantes com 

valores de glicemia que caracterizam diabetes mellitus (DM), (ou seja 

glicemia de jejum > 126 mg/dL, ou em qualquer horário > 200 mg/dL 

acompanhada de sintomas) recebem o diagnóstico de DM e não mais de 

DMG.  Este painel de especialistas também propôs novos pontos de corte para 
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o diagnóstico de DMG através do teste oral de tolerância a glicose (TOTG) 

de 75g (jejum > 92-125 mg/dl, 1h > 180-199 mg/dL ou 2 h > 153 -199 

mg/dL) sendo necessário apenas 1 ponto para que se faça este diagnóstico 

(7)
. A maioria das gestantes recebe o diagnóstico de DMG depois da 24ª 

semana de gestação, quando se realiza habitualmente o TOTG 75 g uma 

vez que é a partir dessa idade gestacional que ocorre um aumento 

importante na produção placentária de hormônios anti-insulínicos 
(3)

. 

Porém, em alguns casos de alto risco para DMG, o TOTG 75 g é solicitado 

antes desse período e algumas gestantes recebem o diagnóstico de “DMG 

precoce” baseado nos parâmetros de referência apontados acima.   

 Pacientes com DGM precoce teriam maior risco para 

desenvolverem hipertensão gestacional, níveis mais elevados de glicemia e 

maior probabilidade de necessidade de insulinoterapia do que aquelas que 

desenvolvem a doença mais tardiamente 
(8)

. Por outro lado, segundo alguns 

investigadores, a identificação mais precoce desses casos permitiria a 

introdução oportuna de tratamento adequado, melhorando desta forma o 

prognóstico para a gestante e para o feto 
(9, 10)

. 

Somando-se a estas modificações de critério, a epidemia mundial de 

obesidade e sua estreita relação com DMG, deverão acarretar aumento 

significante na incidência de gestantes com esta doença nas próximas décadas 

(1)
.  

O DMG está associado à maior risco de complicações maternas e 

perinatais. Além de consequências imediatas para a gestação, o DMG 

representa um fator de risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus 

tipo 2 (DMT2) na mãe nos anos que se seguem à gravidez, assim como de 

manifestação precoce de síndrome metabólica, DMT2 
(11)

 e obesidade na 

criança, fruto desta gestação 
(11, 12)

.  
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O tecido adiposo é considerado um órgão endócrino ativo, que 

apresenta intensa interação com os sistemas reprodutivo e imune. Apesar 

da associação entre imunidade e obesidade ainda não estar completamente 

esclarecida, sabemos que os adipócitos desempenham papel fundamental 

nesta interação 
(13-15)

.  

A obesidade e o diabetes apresentam similaridades, caracterizando-se 

pelo desenvolvimento de reação inflamatória intensa e persistente, com 

participação marcante de fatores imunes. Diversos mediadores e 

mecanismos têm sido implicados na fisiopatologia destas condições, 

entretanto não existe consenso quanto aos marcadores preditivos destes 

distúrbios 
(16-18)

. 

Durante a gestação há desenvolvimento de resposta inflamatória na 

unidade materno-fetal. Entretanto, neste caso a reação é fisiológica, branda 

e transitória para que ocorra o sucesso gestacional. Um amplo espectro de 

mediadores está envolvido neste processo, entre eles as adipocinas. É 

reconhecida a participação destas proteínas nas reações inflamatórias locais 

e sistêmicas 
(19)

, porém pouco se conhece sobre a influência dessas 

moléculas na evolução da gestação. 

Estudos realizados relacionando obesidade e gestação têm priorizado 

as características epidemiológicas e clínicas 
(20-22)

. O número de 

publicações voltadas à avaliação de parâmetros laboratoriais é reduzido e, é 

ainda menor quando se trata da análise de adipocinas e outros componentes 

da resposta imune.  

Acredita-se que alterações na produção de mediadores inflamatórios 

que ocorrem desde o início da gestação, possam acarretar modificações nos 

mecanismos adaptativos maternos, levando ao desenvolvimento do DMG 

(16)
. Neste sentido, a obesidade representa um importante fator de risco. Por 

ser uma condição de inflamação crônica, caracterizada por alteração na 
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produção de mediadores, quando a obesidade é combinada com a gestação 

ocorre um ambiente metabólico que favorece a ocorrência de complicações 

materno-fetais 
(19)

. Porém, por razões ainda não esclarecidas, apenas uma 

parcela das mulheres com sobrepeso desenvolvem DMG. Nesse contexto, 

torna-se ainda mais relevante a investigação de mediadores inflamatórios, 

especialmente os produzidos pelo tecido adiposo, envolvidos na relação 

obesidade e DMG. 

A leptina destaca-se entre estes fatores por participar de múltiplos 

eventos da resposta imune 
(14)

. Atua regulando a função de células T, 

induzindo a proliferação desta população celular e a produção de citocinas 

de padrão Th1 (inflamatório) e inibindo a secreção de citocinas de perfil 

Th2 (anti-inflamatório) 
(23-25)

. 

Além destes efeitos, a leptina tem o duplo papel de suprimir a fome e 

de aumentar o consumo energético, contribuindo decisivamente para evitar 

o aumento de peso. É produzida por tecido adiposo, e sua concentração está 

diretamente relacionada ao IMC 
(26-28)

. A placenta também é fonte de 

leptina, sendo responsável pelo aumento nos níveis séricos desta adipocina 

durante o segundo e terceiro trimestres da gestação 
(29)

. Tanto a placenta 

como o excesso de tecido adiposo parece contribuir para a elevada 

concentração desta proteína observada na gestante obesa 
(25)

. 

Provavelmente estes mesmos fatores devem estar implicados no aumento 

de nível circulante de leptina observado em pacientes com DMG 
(30)

. 

A resistina, outra adipocina com propriedade pró-inflamatória, é 

secretada por monócitos e adipócitos 
(31)

. Maior produção desta proteína foi 

associada à obesidade, ao DM tipo 2 (DMT2) 
(31-35)

 e, ainda parece estar 

relacionada a alterações na resistência à insulina (RI) 
(31)

. Durante a 

gravidez também desempenha importante papel, incrementando a RI por 

meio do aumento da glicogênese hepática 
(31)

. Além disso, seus níveis 
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tendem a aumentar no decorrer de uma gestação saudável 
(36)

. É possível 

que a combinação obesidade e gestação acarrete alterações mais 

significantes desta adipocina, entretanto, ainda, não existem dados que 

confirmem esta hipótese. Os níveis de resistina parecem não estar alterados 

desde o início da gestação em mulheres que possam vir a desenvolver 

DMG 
(16)

. 

Uma das adipocinas mais estudadas até o momento é a adiponectina. 

Produzida por adipócitos, exibe propriedades antihiperglicêmica e anti-

inflamatória 
(37)

. Promove sensibilização à insulina, diminuindo a produção 

hepática de glicose e aumentando a ação da insulina no fígado. Os níveis de 

adiponectina diminuem ao longo da gestação voltando aos valores normais 

logo após o parto. Quando isso não ocorre, é um sinal indicativo de que a 

mulher desenvolveu RI 
(29)

. Diversos estudos mostram baixas concentrações 

desta adipocina em pacientes com sobrepeso 
(27)

 e também em gestantes com 

DMG 
(38, 39)

. Alguns estudos avaliam níveis séricos de adiponectina no início 

da gestação, porém os dados apresentados ainda são controversos 
(16, 17, 38, 39)

. 

Outra adipocina que merece destaque é a visfatina. Envolvida no 

metabolismo da glicose, tem efeito oposto ao da adiponectina sobre a RI. A 

visfatina e a insulina atuam de forma similar, entretanto não competem 

entre si. Cada uma delas se liga a um sítio diferente do receptor de insulina 

(40)
. Além de ser expressa pelo tecido adiposo, a visfatina também é 

produzida por macrófagos e pela placenta. Seus níveis plasmáticos são 

proporcionais ao IMC. Diferentemente da insulina, sua produção não se 

altera em períodos de jejum ou pós-prandiais, sendo sempre inferiores aos 

de insulina plasmática. De tal modo que a influência da visfatina sobre a 

glicemia parece ser menor que a da insulina 
(18, 41)

. Com relação ao 

comportamento desta adipocina no DMG, os achados são contraditórios. 

Segundo Chan e colaboradores (2006) 
(42)

 , os níveis apresentam-se 
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diminuídos na doença, enquanto Kaygusuz e colaboradores (2013) 
(43)

 

encontram níveis aumentados no DMG quando comparado ao grupo 

controle. 

 Seguindo os mesmo padrões da adiponectina, a grelina, possui 

propriedades anti-inflamatórias e está intimamente ligada ao metabolismo 

da glicose. As células endócrinas do fundo gástrico são a principal fonte de 

grelina, embora possa também ser produzida no hipotálamo, na hipófise, no 

coração, e na placenta 
(44)

. A hiperglicemia e a RI estão independentemente 

associadas à diminuição nos níveis de grelina 
(45, 46)

. Em condição de jejum, 

ocorre aumento das concentrações deste hormônio, mas caem após a 

ingestão alimentar, sugerindo a participação da grelina como estimulador 

do apetite 
(47)

, além de estar inversamente associada ao ganho de peso 
(48)

. 

Durante a evolução da gestação as concentrações séricas de grelina tendem 

a diminuir 
(49, 50)

, o que parece que também ocorre em gestantes com DMG 

(51, 52)
. 

A investigação destes mediadores ganhou novo enfoque a partir da 

clonagem dos genes que os codificam e da identificação de polimorfismos 

referentes a esses genes. Baseado nestes conhecimentos tem-se pesquisado 

a relação entre fatores genéticos e patologias obstétricas 
(53, 54)

. Porém, 

pouco se tem investigado sobre a relação entre polimorfismos genéticos e o 

DMG 
(55)

. 

Diversos polimorfismos genéticos relacionados a genes codificadores 

de leptina, resistina, adiponectina, visfatina e grelina foram definidos, 

sendo que alguns deles já foram caracterizados como funcionais, isto é, 

estão associados a doenças. Muitos outros, entretanto, ainda não têm sua 

expressão comprovada. Além disso, a relação da expressão fenotípica com 

o genótipo pode depender das condições testadas 
(56-59)

.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaygusuz%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23548246
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A associação entre variantes genéticas e a obesidade ou o DMT2 tem 

sido objeto de diversas investigações 
(60-63)

. Por outro lado, existem poucos 

estudos sobre este tema em pacientes com DMG, com inclusão de poucos 

participantes e análise de um número muito restrito de polimorfismos 

genéticos 
(55, 64, 65)

. 

A obesidade é comprovadamente um fator de risco para o 

desenvolvimento de DMG. Sabe-se também que mediadores inflamatórios 

estão envolvidos na fisiopatologia da relação obesidade – DMG. 

Entretanto, ainda não está esclarecido se as alterações observadas são 

preditivas ou decorrentes destas condições, e ainda, se fatores genéticos 

influenciam esta relação.   

Pretendemos caracterizar a concentração de alguns mediadores da 

resposta inflamatória e o perfil genético dessas substâncias na gestante com 

sobrepeso/obesa na primeira metade da gestação, procurando associar os 

achados com o diagnóstico de DMG precoce (até 20 semanas). A partir 

destes resultados será possível entender melhor a fisiopatologia da relação 

obesidade/gestação/DMG e até mesmo definir possíveis biomarcadores 

capazes de detectar precocemente as mulheres com sobrepeso/obesas com 

maior propensão ao desenvolvimento da doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVO



Objetivo  10 

 

Nosso objetivo foi avaliar mediadores da resposta inflamatória na 1ª 

metade da gestação em mulheres com sobrepeso/obesas, procurando 

associar os achados com o diagnóstico de DMG precoce (até 20 semanas). 

Para cumprir esta proposição: 

 Avaliamos as concentrações séricas de leptina, resistina, 

adiponectina, visfatina, grelina na 1ª metade da gestação, 

  Analisamos os polimorfismos relacionados aos genes 

responsáveis pela produção dessas moléculas.  

 

Comparamos os resultados obtidos em gestantes que 

permaneceram saudáveis versus aquelas que desenvolveram 

DMG precoce.  
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A obesidade está associada a maiores riscos de alterações obstétricas, 

em especial do DMG. São duas condições que se caracterizam pelo 

desenvolvimento de resposta inflamatória, e quando combinadas esta 

reação parece ser ainda mais intensa.  

Habitualmente o DMG é diagnosticado a partir da 24ª semana de 

gestação, e muitas vezes a doença só é diagnosticada no terceiro trimestre 

de gestação com isso há pouco tempo para implementar intervenções 
(66)

. 

Entretanto, certa porcentagem de gestantes manifesta a doença mais 

precocemente, muitas vezes ao redor da 20ª semana de gravidez 
(67)

.  Em 

geral estes casos de DMG precoce apresentam manifestações clínicas mais 

severas e, têm maior risco de apresentar outras complicações obstétricas, 

como por exemplo, pré-eclâmpsia, e alterações perinatais (macrossomia, 

por exemplo) 
(8, 68, 69)

.  Com frequência, nestas pacientes o controle 

glicêmico é mais difícil e o controle por dieta não é suficiente, tendo que 

ser administrada insulina 
(69)

. Possivelmente, a gestante com DMG precoce 

apresenta um perfil inflamatório mais exacerbado do que o observado na 

DMG mais tardia. 

Recentes estudos sugerem uma intensa participação do tecido 

adiposo na inflamação, a partir da produção de adipocinas 
(70-72)

. A placenta 

também contribui sendo fonte importante destes mediadores. Na gestante 

com sobrepeso/obesas estas condições estão sobrepostas e podem levar a 

secreção exacerbada destes fatores. 

A avaliação de adipocinas na gestação normal e patológica tem sido 

alvo de investigações. Muitos destes estudos visam identificar parâmetros 

preditivos de doenças obstétricas, tais como DMG 
(16, 73, 74)

. 

A leptina é um hormônio produzido principalmente pelo tecido 

adiposo, mas em gestantes a placenta é a principal fonte 
(75)

.  
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 Em cultura de adipócitos humanos, o estímulo com gonadotrofina 

coriônica e estrógenos parece aumentar a produção desta adipocina. Pode 

ser por isso que se observa aumento dos níveis de leptina com a evolução 

da gravidez, independente do IMC 
(29)

. A partir do segundo trimestre os 

níveis chegam a ser 150% a 200% maiores do que no primeiro trimestre, 

atingindo seu pico entre 22-27 semanas e a partir de então começam a 

diminuir 
(76)

.   

Direta ou indiretamente a leptina parece modular a função das 

células B pancreáticas podendo induzir a resistência à insulina, além de 

alterar o metabolismo e o transporte de glicose 
(76, 77)

. 

Outra hipótese para explicar a RI em obesos é que a elevada 

concentração sérica deste hormônio diminua a sensibilização do receptor, 

comprometendo a sinalização do receptor de insulina em células β, o que 

induziria a um estado de hiperinsulinemia crônica, contribuindo 

consequentemente para o surgimento do diabetes 
(78)

. 

Segundo Xue-lian e colaboradores (2008) 
(79)

, os níveis de leptina já 

se encontram elevados entre 14 e 20 semanas e durante o segundo trimestre 

(80)
 em pacientes que posteriormente desenvolveram DGM. Estes achados 

foram confirmados por outros investigadores que encontraram níveis de 

leptina elevados em gestantes até 16 semanas que futuramente 

desenvolveram DMG 
(81)

.   

Existem controvérsias quanto à produção de leptina em pacientes 

com DMG no terceiro trimestre da gestação.  Enquanto alguns autores não 

encontram alterações nos níveis de leptina em gestantes com DMG 

comparadas a gestantes saudáveis 
(75, 82, 83)

, outros investigadores 

observaram um aumento nas concentrações desta adipocina no DMG 
(84-87)

 

e até mesmo diminuição 
(88)

. 
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  A resistina, outra adipocina pró-inflamatória, é responsável pela 

diminuição da ação da insulina e menor captação de glicose, aumentando a 

RI 
(29)

. Em humanos, é produzida não apenas por adipócitos, mas também 

por monócitos, macrófagos e células endoteliais. Estudos experimentais 

sugerem que apresente papel fundamental no controle da glicose, porém 

sua função no desenvolvimento da RI em grávidas e no sobrepeso ainda 

não foram totalmente esclarecidas. 

Enquanto alguns pesquisadores relatam aumento dos níveis de 

resistina em obesos comparados a indivíduos eutróficos 
(89, 90)

, outros não 

confirmaram estes achados 
(91, 92)

. Da mesma forma, associação entre 

resistina e diabetes tipo 2 tem sido relatada por alguns estudos 
(93, 94)

, mas 

não por todos 
(95, 96)

.  

A placenta, tal como tecido adiposo, é fonte importante de resistina 

materna 
(29, 97, 98)

. Gestantes costumam apresentar níveis de resistina mais 

elevados do que não gestantes com as mesmas caraterísticas 
(36, 99-101)

. 

Existem grandes controvérsias quanto ao padrão de produção desta 

adipocina ao longo da gestação.  Enquanto alguns autores observam níveis 

similares no segundo e terceiro trimestres 
(36, 102)

, outros identificaram uma 

progressiva diminuição nos níveis de resistina entre 10 e 41 semanas 
(100)

.  

Nos últimos anos, muitos estudos foram realizados para avaliar a 

participação desta adipocina no DMG, entretanto os resultados são ainda 

controversos 
(103-105)

. Segundo alguns investigadores, pacientes que 

desenvolvem DMG não apresentam alterações dos níveis de resistina no 

início da gestação 
(16, 79)

. Por outro lado, ao longo da gestação, foram 

identificados níveis aumentados desta molécula nas diabéticas 
(32, 99, 100, 102)

, 

diminuídos 
(105)

 e até inalterados quando comparadas as saudáveis 
(34, 103, 104, 

106-108)
. Recentemente, publicamos uma revisão sobre o tema que incluiu 11 

estudos, e mostrou que não existem diferenças significativas nos níveis de 
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resistina em gestantes com e sem DMG. Entretanto, esta questão precisa ser 

reavaliada porque os estudos realizados são muito heterogêneos e incluem 

numero reduzido de casos 
(109)

. 

A adiponectina tem propriedades anti-inflamatórias e diminui a RI ao 

estimular a captação de glicose e a redução da produção hepática de glicose 

(101)
. Baixos níveis da molécula têm sido associados a DMT2, obesidade e 

hipertensão 
(110)

. 

No primeiro trimestre da gestação os níveis de adiponectina são 

idênticos aos pré-gestacionais, porém estes níveis diminuem 

progressivamente a partir do segundo trimestre 
(29)

. 

Alguns estudos relataram que mulheres que viriam a desenvolver DMG 

teriam níveis séricos de adiponectina mais baixos desde o começo da 

gestação, sugerindo, portanto que a adiponectina poderia ser um biomarcador 

para DMG a partir da primeira metade da gestação 
(16, 38, 39, 73)

.  

Ainda não há um consenso com relação ao padrão de produção desta 

adipocina em pacientes com DMG. Alguns autores não observaram diferenças 

significantes quando comparadas a gestantes saudáveis 
(82, 83)

, enquanto outros 

mostraram níveis mais baixos em grávidas com DMG 
(75, 87)

. 

A grelina, outra molécula com propriedades anti-inflamatórias, é 

produzida pela mucosa gástrica 
(111)

 e pelo tecido adiposo 
(112)

. 

 As concentrações de grelina tendem a aumentar com o jejum 

e diminuir após a ingestão calórica 
(47, 113, 114)

, sugerindo sua participação na 

iniciação da fome. Os níveis séricos da grelina são também 

intimamente ligados ao metabolismo da glicose, hiperglicemia e 

da RI 
(46, 115)

.  

Trabalhos experimentais mostraram o efeito da insulina levando a 

diminuição nas concentrações plasmáticas de grelina 
(46, 116, 117)

. Segundo 
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alguns estudos, a grelina sérica está inversamente relacionada com o IMC 

(114, 116)
. 

Embora estudos recentes tenham sugerido a participação da grelina 

nas alterações metabólicas da gravidez, pouco se sabe sobre sua produção 

ao longo da gestação 
(49)

. 

Pouco se sabe sobre a relação da grelina e DMG. Esta adipocina anti-

inflamatória, apenas estudada a partir da segunda metade da gestação, em 

alguns estudos parece estar diminuída em gestantes diabéticas 
(52, 118)

. Por 

sua vez, Riedl e colaboradores (2007) 
(50)

, não detectaram alterações desta 

adipocina relacionada ao DMG. 

A visfatina é produzida preferencialmente pelo tecido adiposo 
(119)

, 

outra fonte importante é a placenta 
(120)

. 

Investigações sobre visfatina na gravidez são controversas, mas a 

maioria dos estudos mostra uma tendência ao aumento desta adipocina 

durante os trimestres 
(119-121)

. Segundo Mazaki-Tovi e colaboradores (2009) 

(119)
, as concentrações dessa adipocina em grávidas atinge seu pico entre 

19-26 semanas. 

Trabalhos experimentais sugerem a influencia dos níveis glicêmicos 

sobre a produção de visfatina.  Foi demonstrado em cultura de adipócitos 

humanos de indivíduos obesos que o estímulo de glicose, induziu maior a 

secreção de visfatina 
(122)

. 

Estudos in vivo também trazem resultados interessantes. Foi 

demonstrado aumento na circulação de visfatina em pacientes com DMT2 

comparados a não diabéticos 
(123-125)

. 

Em relação à predição, o estudo de Ferreira e colaboradores (2011) 

(18)
 sugere que niveis séricos aumentados de visfatina nas primeiras semanas 

de gestação estariam relacionadas ao futuro desenvolvimento da DMG. 
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Os resultados referentes à avaliação desta molécula ao longo da 

gestação em DMG são bem contraditórios. Algumas investigações sugerem 

não haver diferenças entre gestantes com e sem DMG 
(40, 83)

. Já Ma e 

colaboradores (2010) 
(126)

 observaram um aumento nos níveis de visfatina em 

gestantes com DMG; enquanto que Rezvan e colaboradores (2012) 
(127)

 

detectaram o oposto, isto é, diminuição desta adipocina em gestantes 

diabéticas. 

 Variações genéticas podem influenciar a produção de mediadores 

inflamatórios e predispor a diferentes doenças 
(128)

. Alguns estudos têm 

demonstrado associação entre polimorfismos de genes de moléculas 

inflamatórias e complicações durante a gestação, porém com o foco em 

citocinas 
(53, 129)

.  

Por outro lado, a investigação de variantes genéticas ligadas a 

adipocinas ainda é muito limitada. Em relação ao gene da adiponectina, por 

exemplo, foi demonstrada associação entre o polimorfismo 4522C/T e o 

DMT2 e a RI em obesas 
(57)

. 

 Em relação a polimorfismos genéticos relacionados adipocinas e 

DMG o número de estudos é ainda menor. Nosso grupo recentemente 

publicou uma revisão sobre o tema, incluindo os estudos voltados às 

variantes relacionadas aos genes de Adiponectina e Leptina e o DMG 
(55)

.  

 Foram incluídos três estudos relativos à pesquisa de polimorfismo 

de adiponectina, entretanto cada um deles avaliou um SNP diferente e, 

portanto não foi possível compará-los. 

Até o momento, um único estudo realizado na população asiática 

apontou associação entre o polimorfismo de adiponectina +45T/G e DMG.  E 

mostrou ainda, associação com menor produção da molécula 
(65)

. Em 

contraposição, outro estudo mais recente realizado por nosso grupo não 
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demonstrou associação entre os polimorfismos localizados nas regiões +45 

T/G e 11377 C/G do gene de Adiponectina e o DMG 
(130)

. 

Quanto ao polimorfismo de leptina, -2548G/A Vaskú e colaboradores 

(2006) 
(56)

 encontraram associação com DMG. Mais recentemente, Sahin e 

colaboradores (2013) 
(131)

 observaram associação deste mesmo 

polimorfismo com os níveis séricos de leptina e o IMC em pacientes 

obesos.  

Hivert e colaboradores (2009) 
(132)

 observaram associação entre 

níveis de resistina e quatro polimorfismos do gene de Resistina (rs1477341, 

rs4804765, rs1423096, e rs10401670). O polimorfismo do gene de 

Resistina rs1423096, parece estar associado a mudanças metabólicas 

durante a gestação, influenciando os níveis de glicose 
(133)

.   

Além disso, Dong e colaboradores (2012) 
(59)

 observaram associação 

do polimorfismo de Resistina, localizado na região -420C/G com os níveis 

séricos da molécula. Por sua vez, Norata e colaboradores (2007) 
(134)

, 

sugerem que a presença deste polimorfismo está associada com a obesidade 

e a síndrome metabólica.  

Urbanek e colaboradores (2012) 
(133)

 avaliaram polimorfismos em 31 

genes de moléculas inflamatórias, e reportaram associação entre níveis de 

glicose e a região rs1423096 do gene de Resistina.  

Não existem estudos que avaliem a relação de variantes genéticas 

ligadas a resistina e a ocorrência de DMG. 

Os polimorfismos genéticos da grelina têm sido avaliados 

principalmente em obesos e pacientes com DMT2, assim como sua relação 

com a expressão fenotípica da molécula.  

Larsen e colaboradores (2005) 
(135)

 estudaram quatro mutações do 

gene de Grelina; Arg51Gln, Leu72Met, Gln90Leu, e IVS1 + 169GNA, e 

não observaram nenhuma associação com a obesidade, o DMT2 ou com 
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alterações fenotípicas. Ukkola e colaboradores (2002) 
(136)

 avaliaram 

polimorfismos do gene de Grelina localizados nas regiões Arg51Gln e 

Leu72Met e também não observaram associação com a obesidade, porém 

parece que o alelo Met72 é um fator protetor contra a acumulação de 

gordura e comorbidades metabólicas associadas. Entretanto é demonstrada 

uma associação da mutação Arg51Gln e redução de níveis plasmáticos 

desta adipocina 
(136, 137)

. 

O estudo de Steinle e colaboradores (2005) 
(138)

 sugere que o alelo 

51Gln  do gene da grelina representasse fator de proteção para síndrome 

metabólica. Em concordância, Dos Santos e colaboradores (2010) 
(139)

 

observaram que este mesmo alelo também é um fator protetor para o DMG. 

Sheng e colaboradores (2011) 
(58)

 investigaram a associação dos 

polimorfismos do gene de Visfatina, localizados nas regiões -3186 C/T e 

-948G/T o risco de DMT2, e não observaram influencia nos dois casos. Por 

outro lado, não encontramos nenhum estudo que mostre a avaliação de 

polimorfismos do gene de Visfatina em DMG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=dos%20Santos%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152820
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4.1. Desenho do estudo 

 

Este foi um estudo do tipo coorte prospectivo. 

 

4.2. Casuística 

 

Todas as pacientes com sobrepeso (IMC pré-gestacional > 25) em 

atendimento pré-natal na UNIFESP-EPM, com idade gestacional menor que 20 

semanas foram avaliadas para possível inclusão em nosso estudo no momento 

em que estavam colhendo exames laboratoriais de rotina pré-natal no 

laboratório central da instituição, situado na Rua Varpa. Aquelas que 

preencheram os critérios de inclusão, e que espontaneamente aceitaram 

participar do estudo, após assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido (Anexo 1), foram encaminhadas para preenchimento da ficha de 

dados (Anexo 2) e coleta de material. O estudo foi submetido e aprovado pelo 

Comitê de Ética Institucional da Universidade Federal de São Paulo (Anexo 3). 

 Os critérios de inclusão foram: gestação única com feto vivo; idade 

gestacional (IG) ≤20 semanas; IMC (peso em Kg/altura em m
2 
auto-referidos) 

pré-gestacional  ≥ 25,0 e a intenção de continuar o pré-natal na UNIFESP-

EPM. Foram excluídas gestantes com qualquer das seguintes características: 

com história de DM pré-existente (tipo 1 ou tipo 2), ou glicemia de jejum ≥ 

126 mg/dL e/ou glicemia ao acaso ≥ 200 mg/dL na gestação atual; 

portadoras de doenças crônicas auto-imunes sistêmicas pré-existentes, tais 

como, lúpus eritematoso sistêmico, artrite reumatóide, febre reumática, asma; 

portadoras de infecções agudas ou crônicas ativas tais como infecções 

urinárias, infecções de vias aéreas, gastroenterocolite aguda, HIV, hepatite; 
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com transplante de órgãos sólidos e em uso de corticóides, antibióticos, 

imunossupressores, anti-histamínicos ou anti-inflamatórios. Todas as 

participantes recrutadas para este estudo foram seguidas até o final da 

gravidez. As participantes que colheram amostras de sangue na 1ª metade da 

gestação e que, por qualquer motivo, não realizaram curva glicêmica na 2ª 

metade da gestação foram excluídas do estudo. Também foram excluídas das 

análises deste estudo as gestantes que abandonaram o pré-natal na UNIFESP e 

aquelas que vieram a desenvolver qualquer complicação nesta gestação, tais 

como pré-eclampsia, parto prematuro ou DMG diagnosticado após a 21ª 

semana de gestação. Todas as participantes colheram sangue apenas uma 

única vez para avaliar a dosagem das moléculas investigadas neste estudo.  

Na UNIFESP, todas as mulheres em acompanhamento pré-natal 

realizam curva glicêmica de 75 g entre 24-32 semanas de gestação. As 

participantes com valores de glicemia de jejum ≥ 92 e < 126 mg/dL ou 1 

hora após sobrecarga glicêmica de 75 g > 180 e < 200 mg/dL ou valor de 2 horas 

≥ 153 e <200  mg/dL recebem  o diagnóstico de DMG, conforme preconizado 

pelo International Association for Diabetes and Pregnancy Study Group 

(IADSPG) 
(140)

. As participantes com todos os valores de glicemia abaixo 

desses níveis (92 mg/dL, 180 mg/dL e 153 mg/dL no jejum, 1h e 2 h, 

respectivamente), foram consideradas como gestantes sem DMG. Os resultados 

de todas as curvas glicêmicas realizadas pelas participantes recrutadas para 

este estudo até o final da gestação foram obtidos e analisados pela 

investigadora através do sistema informatizado da UNIFESP.  

Para o cálculo da idade gestacional foi utilizada data da última 

menstruação (DUM) confirmada (+ ou – 1 semana) por ultra-sonografia 

(USG) obstétrica.  Para pacientes sem DUM confiável, foi utilizada a IG 

fornecida por USG realizada até a 20ª semana de gestação. As pacientes sem 

DUM confiável e sem USG foram excluídas do estudo.  
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4.3. Tamanho Amostral 

 

Como não encontramos estudos prévios que pudessem ser usados 

para calcular o tamanho amostral recomendado para esta investigação, 

nossa proposta foi realizar um estudo piloto incluindo todas as gestantes 

com sobrepeso elegíveis atendidas na 1ª metade da gestação na UNIFESP 

até obtermos pelo menos 30 casos com DMG precoce. Considerando a 

possibilidade de insucesso em alguns testes laboratoriais, decidimos 

continuar o estudo até que 33 casos de DMG precoce houvessem sidos 

diagnosticados.   

 

 

4.4. Método 

 

4.4.1. Coleta de sangue 

 Todas as participantes estavam em jejum de 8-12 h no momento da 

coleta de sangue.  

Foram coletados 16 mL de sangue por punção venosa, sendo 8 mL em 

tubo seco e 8 mL em tubo com EDTA (BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, 

USA). As amostras foram transportadas em malas térmicas refrigeradas entre 

2°C a 8°C até o Laboratório de Obstetrícia Fisiológica e Experimental do 

Departamento de Obstetrícia da EPM-UNIFESP, e processadas dentro do 

período de no máximo até 4 horas após a coleta. 

A amostra destinada a extração de DNA (coletada em tubo contendo 

EDTA) foi centrifugada à 3000 rpm por 10 minutos à 4°C, e a camada 

intermediária (buffy coat) contendo as células polimorfonucleares foi coletada 

e armazenada a -20º C para futuro processamento. 
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A amostra coletada em tubo seco foi centrifugada após retração do 

coágulo a 3500 rotações por minuto (rpm) por 15 minutos à temperatura 

ambiente. O soro obtido foi alicotado e armazenado em microtubo estéril e 

seco à -80ºC para posterior quantificação de mediadores inflamatórios 

(adiponectina, leptina, resistina, visfatina). 

Para dosagem de Grelina, o material coletado foi preparado 

imediatamente. Adicionamos 6,4ul de aprotinina a 1mL de sangue periférico 

coletado em tubo seco. Após retração do coágulo, foi centrifugado a 3500 

rotações por minuto (rpm) por 15 minutos à temperatura ambiente. Ao soro 

obtido foi adicionado HCL para uma diluição final de 11 vezes e armazenado 

em microtubo estéril e seco à -80ºC para posterior quantificação. 

 

4.4.2. Extração de DNA 

 

 A extração do DNA genômico foi realizada pela técnica de 

DTAB/CTAB, descrita por Gustincich e colaboradores (1991) 
(141)

. 

 Foram adicionados 450 µL de solução de DTAB (brometo de 

dodeciltrimetilamonio) a 12% ao buffy coat. Após incubação a 67ºC por 5 

minutos, foram adicionados 900 µL de clorofórmio.  

 A amostra foi centrifugada por 2 minutos à 10 000 rpm, separando o 

material em 3 fases. A fase superior com aproximadamente 500 µL foi 

transferida para um tubo com 900 µL de água destilada e 100 µL de CTAB 

(brometo de cetiltrimetilamônio) a 5%. Após ser agitada por inversão, a 

amostra forma o precipitado de DNA-CTAB, é realizada nova 

centrifugação à 10000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante é descartado.  

 O precipitado de DNA foi dissolvido em 300 µL de solução de NaCl 

1,2M e foram adicionados 750 µL de etanol 90%. Com agitação por 
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inversão, o DNA foi precipitado e centrifugado à 13 000 rpm por 2 

minutos, o sobrenadante foi descartado e o DNA lavado com etanol 70%, 

seguido de outra centrifugação. O sobrenadante foi descartado e o DNA 

dissolvido em 120 µL de água destilada.  

 A concentração final do DNA foi ajustada para 100 ng/µL, e 

determinada por leitura em espectrofotômetro, com absorbância entre 260 e 

280 nm (UltroSpec III, Pharmacia Biothech, Uppsala, Suécia). A pureza do 

DNA foi confirmada pela razão A260nm/A280nm, considerando-se valores 

aceitáveis entre 1,5-1,8. 

 

4.4.3. PCR (Reação de Polimerização em Cadeia) 

 

 As amplificações foram realizadas em condições padrões para PCR 

(Master Mix, Promega Corp, Madison, WI, EUA), seguindo as instruções 

do fabricante, utilizando termociclador (MJ96G, Biocycler) com as 

condições previamente padronizadas para cada primer de interesse, de 

acordo com a literatura.  

 As amplificações foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 

3% (Gibco BRL, Paisley, UK), por 45 minutos a aproximadamente 100V. 

Posteriormente foram submetidos à técnica de RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism), que detecta uma variação genética com a utilização 

de enzima de restrição. Os produtos obtidos pela digestão com enzimas de 

restrição foram analisados por eletroforese em gel de agarose 3% (Gibco 

BRL, Paisley, UK), por 45 minutos a aproximadamente 100V. Para análise 

dos resultados utilizamos o sistema de captura UV (E-BOX 300; Vilber 

Lourmat, França). 
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4.4.4. Genotipagem dos polimorfismos 

 

• Adiponectina -4522 C/T (rs822393) 

 

 O polimorfismo selecionado está localizado no íntron 1 do gene 

Adiponectina, a amplificação de um segmento de 226 pb dessa região, em 

que está contido o polimorfismo, foi realizada com a seguinte ciclagem: a 

desnaturação inicial realizada com 1 ciclo composto por desnaturação a 

94ºC por 4 minutos, seguida de 32 ciclos compostos por desnaturação a 

94ºC por 30 segundos, anelamento a 61ºC por 30 segundos, e 

polimerização a 72ºC por 30 segundos. O ciclo de extensão final foi 

composto por 72ºC por 10 minutos. 

 Para análise deste polimorfismo os primers sense e antisense 

utilizados foram: 

 5´ GTT CTG ACT TCC AAA TCG GTG 3´ e 

 5´ CAT TAG AGT CAA AAG CAG GGC 3´, respectivamente. 

 A este produto de PCR foi adicionado a enzima de restrição Hinf1 

(New England BioLabs®Inc.), originando 3 possíveis genótipos 
(57)

: 

 

TT – 217 pb + 9 pb 

CT – 217 pb + 144 pb + 73 pb 

CC – 144 pb + 73 pb + 9 pb 

 

• Leptina -2548 G/A (rs7799039) 

 

 O polimorfismo selecionado está localizado na região promotora 5´ 

do gene LEP, a amplificação de um segmento de 242 pb dessa região, em 

que está contido o polimorfismo, foi realizada com a seguinte ciclagem: a 

desnaturação inicial realizada com 1 ciclo composto por desnaturação a 
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94ºC por 5 minutos, seguida de 35 ciclos compostos por desnaturação a 

94ºC por 45 segundos, anelamento a 52ºC por 45 segundos, e 

polimerização a 72ºC por 45 segundos. O ciclo de extensão final foi 

composto por 72ºC por 7 minutos. 

 Para análise deste polimorfismo os primers sense e antisense 

utilizados foram: 

 5´ TTT CTG TAA TTT TCC CGT GAG 3´ e 

 5´ AAA GCA AAG ACA GGC ATA AAA A 3´, respectivamente. 

 A este produto de PCR foi adicionado a enzima de restrição HhaI  

(New England BioLabs®Inc.), originando 3 possíveis genótipos 
(131)

: 

GG – 242 pb 

GA – 242 pb + 205 pb + 37 pb 

AA – 205 pb + 37 pb 

 

• Resistina -420C/G  (rs1862513) 

 O polimorfismo selecionado está localizado na região promotora 5´ 

do gene RETN, a amplificação de um segmento de 543 pb dessa região, em 

que está contido o polimorfismo, foi realizada com a seguinte ciclagem: a 

desnaturação inicial realizada com 1 ciclo composto por desnaturação a 

95ºC por 7 minutos, seguida de 35 ciclos compostos por desnaturação a 

95ºC por 30 segundos, anelamento a 60ºC por 30 segundos, e 

polimerização a 72ºC por 1 minuto e  15 segundos. O ciclo de extensão 

final foi composto por 72ºC por 10 minutos. 

 Para análise deste polimorfismo os primers sense e antisense 

utilizados foram: 

 5´ TGT CAT TCT CAC CCA GAG ACA 3´ e 

 5´ TGG GCT CAG CTA ACC AAA TC 3´, respectivamente. 



Pacientes e Métodos  28 

 

 A este produto de PCR foi adicionado a enzima de restrição Bbsl 

(New England BioLabs®Inc.), originando 3 possíveis genótipos 
(59)

: 

GG – 543 pb 

CG – 543 pb + 327 pb + 207 pb 

CC – 327 pb + 207 pb 

 

• Grelina - Leu72Met 408 C/A (rs696217) 

 O polimorfismo selecionado está localizado no éxon 2 do gene 

Preprogrelina, a amplificação de um segmento de 618 pb dessa região, em 

que está contido o polimorfismo, foi realizada com a seguinte ciclagem: a 

desnaturação inicial realizada com 1 ciclo composto por desnaturação a 

95ºC por 3 minutos, seguida de 30 ciclos compostos por desnaturação a 

95ºC por 30 segundos, anelamento a 60ºC por 30 segundos, e 

polimerização a 72ºC por 1 minuto e 15 segundos. O ciclo de extensão final 

foi composto por 72ºC por 10 minutos. 

 Para análise deste polimorfismo os primers sense e antisense 

utilizados foram: 

 5´ GCT GGG CTC CTA CCT GAG C 3´ e 

 5´ GGA CCC TGT TCA CTG CCA C 3´, respectivamente. 

 A este produto de PCR foi adicionado a enzima de restrição BsrI  

(New England BioLabs®Inc.), originando 3 possíveis genótipos 
(136)

: 

AA (MetMet) – 618 pb 

CA (LeuMet) – 618 pb +  506 pb + 112 pb 

CC (LeuLeu) – 506 pb + 112 pb 
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• Visfatina -3186C⁄T (rs11977021) 

 O polimorfismo selecionado está localizado no exon 1 do gene 

NAMPT, a amplificação de um segmento de 316 pb dessa região, em que 

está contido o polimorfismo, foi realizada com a seguinte ciclagem: a 

desnaturação inicial realizada com 1 ciclo composto por desnaturação a 

94ºC por 5 minutos, seguida de 30 ciclos compostos por desnaturação a 

94ºC por 20 segundos, anelamento a 58ºC por 20 segundos, e 

polimerização a 72ºC por 20 segundos. O ciclo de extensão final foi 

composto por 72ºC por 5 minutos. 

 Para análise deste polimorfismo os primers sense e antisense 

utilizados foram: 

 5´ ATA CTC CAA TCT GAC CTG ATT GGA C 3´ e 

 5´ GCT CTC TTT TTC ACA TTT GTC TTT G 3´, respectivamente. 

 A este produto de PCR foi adicionado a enzima de restrição AvaII 

(New England BioLabs®Inc.), originando 3 possíveis genótipos 
(58)

: 

 

TT – 169 pb 

CT – 169 pb + 147 pb  

CC – 147 pb 

 

4.4.5. Avaliação de mediadores inflamatórios no soro 

 

 Os níveis de Adiponectina, Leptina e Resistina, foram avaliados por 

método de ELISA sanduíche utilizando para cada um deles o kit comercial 

DuoSet respectivo (R&D Systems
®  

USA). 

 Os níveis de Grelina foram avaliados por método de ELISA sanduíche 

utilizando o kit comercial Human Ghrelin (Active) ELISA kit (Millipore). 
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 Os níveis de Visfatina foram avaliados por método ELISA de captura 

utilizando o kit comercial RayBio EIA kit VISFATIN (RayBio).  

 Todas as dosagens foram realizadas conforme as instruções do 

fabricante. 

 

4.5. Análise Estatística 

 

Para comparação de dados quantitativos foi aplicado o teste de Mann-

Whitney ou teste t de Student e One-way ANOVA ou Kruskal-Wallis para 

amostras independentes.  

O teste de Equilíbrio de Hardy-Weinberg foi aplicado comparando-se 

as frequências esperadas de cada genótipo com os valores observados. Para 

comparação de variáveis qualitativas foi utilizado o Teste de qui-quadrado ou 

Teste Exato de Fisher.  

O valor de significância estatística estabelecido foi de 5%, ou 

p<0,05. Para análise dos resultados foi utilizado o pacote estatístico 

GraphPad Prism para Windows.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS
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5.1 Características da Amostra 

 

Foram incluídas 93 gestantes com sobrepeso/obesa (IMC ≥25) que 

realizaram TTOG até a 20ª semana, para detecção de DMG, das quais 60 

não desenvolveram DMG precoce ou qualquer outra qualquer 

intercorrência obstétrica e 33 receberam o diagnóstico de DMG precoce (≤ 

20ª semana).  Um total de 47 gestantes tiveram amostras colhidas no 1º 

trimestre (< 14 semanas) e 46 no 2º trimestre (14-20 semanas). Tivemos 36 

gestantes obesas (IMC pré-gestacional > 30 Kg/m
2
) e 57 pré-obesas (IMC 

pré-gestacional 25-29,9 Kg/m
2
). 

A Tabela 1 apresenta as principais características das 93 participantes. 

A idade gestacional média das participantes no momento da coleta foi de 

13,8 semanas (desvio-padrão 4,2) no grupo Saudáveis e de 14,0 semanas 

(desvio-padrão 5,0) no grupo que desenvolveu DMG precoce, não havendo 

diferença significativa entre os 2 grupos.  

A idade média das gestantes do grupo DMG foi significantemente 

maior do que das gestantes saudáveis (29,0 versus 34,3, p=0.0002 teste t de 

Student).  

Não houve diferença entre os grupos em relação às outras variáveis. 
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Tabela 1. Principais características de 93 gestantes com sobrepeso (IMC 

pré-gestacional > 25 Kg/m 
2
). 

Variável 

 p 

Saudávei

s 

DMG 

precoce 

 

 (N=60) (N=33) 

Idade (anos)* 

Mínima-Máxima 16-43 20-48 

0,0002** Média 29,0 34,3 

Desvio-padrão 6,6 6,0 

Idade Gestacional na coleta 

da amostra (semanas)* 

Mínima-Máxima 6,0-20,0 6,6-20,0 

0,82 Média 13,8 14,0 

Desvio-padrão 4,2 5,0 

< 14 semanas 
32 

(53,3%) 

15 

(45,5%) 
0,52¥ 

14-20 semanas 
28 

(46,7%) 

18 

(54,5%) 

IMC (Kg/m
2
)* 

Mínima-Máxima 25,0-43,0 25,0-39,1 

0,17 Média 29,0 30,2 

Desvio-padrão 4,1 4,1 

pré-obesas (IMC 25-

29,9) 

40 

(66,7%) 

17 

(51,5%) 
0,18¥ 

obesas (IMC > 30) 
20 

(33,3%) 

16 

(48,5%) 

Raça
†
 

Branca 
17 

(27,4%) 

11 

(33,4%) 

0,97 

Parda 
27 

(45,0%) 

14 

(42,4%) 

Negra 
13 

(12,7%) 

6 

(18,2%) 

Indígena 2 (3,3%) 1 (3,0%) 

Asiático 1 (1,6%) 1 (3,0%) 

Fumo
†
 

Sim 5 (8,3%) 
7 

(21,2%) 
0,11 

Não 
55 

(91,7%) 

26 

(78,8%) 

Paridade
†
 

0  
22 

(36,7%) 

11 

(33,3%) 

0,16 1  
25 

(41,7%) 

9 

(27,3%) 

2 ou + 
13 

(21,6%) 

13 

(39,4%) 

DMG: Diabetes Mellitus Gestacional, *IMC pré-gestacional * Teste t de Student †Teste 

qui-quadrado ¥Teste Exato de Fisher ** p<0,05 
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5.2 Avaliações fenotípicas 

 

 Realizamos análises de sub-grupos dos valores das moléculas deste estudo 

entre gestantes Saudáveis e aquelas que desenvolveram DMG precoce 

conforme: a) a idade gestacional no momento da coleta ( < 14 semanas x 14-20 

semanas) e b) o IMC das participantes (25-29,9 Kg/m2 x > 30 Kg/m2) . 

  

a) Níveis séricos de Adiponectina 

Foram avaliados os níveis séricos de adiponectina em 58 gestantes 

Saudáveis e 32 gestantes com DMG precoce. Os resultados estão 

apresentados na Figura 1. 
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* Teste t de Student 

Figura 1. Níveis séricos de Adiponectina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

Os níveis séricos de adiponectina foram significativamente maiores 

nas gestantes Saudáveis do que naquelas que desenvolveram DMG 

p=0,02* 
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precoce: 2777 ± 929,4 ng/ml x 2247 ± 1103 ng/mL, respectivamente, 

p=0,02.  

As concentrações séricas de adiponectina foram maiores no grupo 

das pacientes Saudáveis recrutadas tanto no 1º e como no 2º trimestre de 

gestação. Porém, a diferença não alcançou significância estatística entre as 

amostras colhidas antes da 14ª semana (saudáveis 2652 ± 840,6 ng/ml x 

DMG precoce 2642 ± 1283 ng/mL, p=0,97) e, foi significante nas amostras 

colhidas no 2º trimestre: Saudáveis 2921 ± 1019 ng/ml x DMG precoce 

1898 ± 799,6 ng/mL, p=0,001) (Tabela 2). Os resultados observados nos 

subgrupos de estudo definidos por trimestre de coleta da amostra (1º 

trimestre e 2º trimestre) e categoria de IMC (pré-obesas ≥25<30 e 

obesas≥30) para Adiponectina estão apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Níveis séricos de Adiponectina, Leptina e Resistina em gestantes 

com e sem DMG agrupadas conforme idade gestacional e categoria de IMC 

 

1º Trimestre 2º Trimestre Todas gestantes < 20 semanas 

Saudáveis DMG P Saudáveis DMG P Saudáveis DMG P 

Adiponectina 

(ng/mL) 

Pré-obesas 

(IMC 25-

29,9) 

N 17 7 

0,17 

22 10 

0,009* 

39 17 

0,32 
Média 2597 3259 2739 1751 2677 2372 

DP 939,3 1282 969,1 817,9 946,3 1256 

Obesas         

(IMC > 30) 

N 14 8 

0,13 

5 7 

0,008* 

19 15 

0,008* 
Média 2719 2103 3721 2109 2982 2106 

DP 732,2 1082 914,7 783,5 882,5 921,2 

Sobrepeso  

(IMC > 25) 

N 31 15 

0,97 

27 17 

0,001 

58 32 

0,02* Média 2652 2642 2921 1898 2777 2247 

DP 840,6 1283 1019 799,6 929,4 1103 

Leptina 

(pg/mL) 

Pré-obesas 

(IMC 25-

29,9) 

N 15 7 

0,92 

21 10 

0,86 

36 17 

0,84 Média 38987 38153 32083 31037 34960 33967 

DP 20229 9657 15155 15067 17517 13255 

Obesas             

(IMC > 30) 

N 13 8 

0,24 

5 8 

0,06 

19 16 

0,55 Média 57571 48448 46370 68441 54623 58444 

DP 18824 12381 13686 20584 17978 19387 

Sobrepeso 

(IMC > 25) 

N 32 15 

0,55 

26 17 

0,01* 

60 32 

0,28 Média 48028 43644 34831 50319 42527 47190 

DP 27269 12036 15706 23802 19996 19217 

Resistina 

(pg/mL) 

Pré-obesas 

(IMC 25-

29,9) 

N 17 7 

0,77 

21 10 

0,61 

38 17 

0,53 Média 12647 13214 14367 15513 13597 14566 

DP 3951 5022 5491 6660 4879 5981 

Obesas      

(IMC > 30) 

N 13 8 

0,25 

5 8 

0,87 

18 16 

0,42 Média 11980 14776 13598 13052 12429 13914 

DP 4801 5830 6135 5584 5067 5586 

Sobrepeso 

(IMC > 25) 

N 32 15 

0,15 

27 18 

0,75 

56 33 

0,37 Média 11765 14047 13851 14420 13222 14250 

DP 4747 5334 5721 6157 4925 5711 

test t de Student *p<0,05 DP= Desvio Padrão 
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De acordo com as análises apresentadas nesta Tabela, observamos 

diferenças estatísticas relativas à adiponectina sérica no segundo trimestre 

da gestação, tanto em pacientes pré-obesas (Saudáveis: 2739 ± 969,1 

ng/mL x DMG precoce: 1751 ± 817,9 ng/mL, p=0,009), quanto em 

pacientes obesas (Saudáveis: 3721 ± 917,7 ng/mL x DMG precoce: 2109 ± 

783,5 ng/mL, p=0,008). 

 

b) Níveis séricos de Leptina 

 

Foram avaliados os níveis séricos de leptina em 60 gestantes 

Saudáveis e 32 gestantes com DMG precoce. Os resultados observados 

estão apresentados na figura a seguir (Figura 2). 
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* Teste t de Student  

Figura 2. Níveis séricos de Leptina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

Não identificamos diferenças significantes nos níveis séricos médios 

de leptina entre os grupos Saudáveis (42527 ± 1999,6 pg/ml) x DMG 

precoce (47190 ± 19217 pg/mL), p=0,28.  

p=0,28* 
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 A dosagem sérica de Leptina mostrou diferença significante apenas 

no subgrupo 2º trimestre (Saudáveis: 34831 ± 15706 pg/ml x DMG 

precoce: 50319 ± 23802 pg/mL, p=0,01), porém está significância 

desaparece quando estes casos são separados por categoria de IMC (Tabela 

2). 

 

c) Níveis séricos de Resistina 

 

Foram avaliados os níveis séricos de resistina em 56 gestantes 

Saudáveis e 33 gestantes que desenvolveram DMG precoce. Os resultados 

observados estão apresentados na figura a seguir (Figura 3). 

 

Saudáveis (n=56) DMG precoce (n=33)
0

10000

20000

30000

R
e
s
is

ti
n

a
 (

p
g

/m
L

)

 

* Teste t de Student 

Figura 3. Níveis séricos de Resistina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

Não identificamos diferenças significantes quanto aos níveis de 

resistina entre os grupos Saudáveis (13222 ± 4925 pg/ml) e DMG precoce 

(14250 ± 5711 pg/mL), p=0,37. A análise dos subgrupos também não 

demonstrou diferença significante, nem comparando amostras coletadas em 

p=0,37* 
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diferentes idades gestacionais, nem quando comparadas pacientes 

agrupadas de acordo com o nível de adiposidade (Tabela 2). 

 

d) Níveis séricos de Grelina 

 

Os níveis séricos de grelina foram detectáveis em número reduzido de 

amostras, sendo 7 do grupo Saudáveis  e 4 em gestantes com DMG 

precoce. Assim sendo, as comparações foram limitadas. Os resultados 

observados estão apresentados na figura Figura 4. 
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* Teste Mann-Whitney 

Figura 4. Níveis séricos de Grelina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

Não foi possível identificar diferenças significantes nos níveis 

séricos de grelina entre os grupos Saudáveis (159,4 ± 43,49 pg/mL) x 

DMG precoce (169,5 ± 61,88 pg/mL), p=0,63. A análise dos subgrupos não 

pode ser realizada devido ao pequeno número de amostras. 

e) Níveis séricos de Visfatina 

 

p=0,63* 
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Os níveis séricos de visfatina foram detectáveis em apenas 11 

gestantes Saudáveis e 19 gestantes com DMG precoce. Assim sendo, as 

comparações foram limitadas. Os resultados observados estão apresentados 

na figura a seguir (Figura 5). 
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* Teste t de Student 

Figura 5. Níveis séricos de Visfatina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

Não detectamos diferenças significantes nos níveis médios dessa 

molécula entre os grupos de gestantes Saudáveis (70,45 ± 12,13 ng/ml) x 

DMG precoce (65,47 ± 16,49 ng/mL), p=0,39. A análise no primeiro e 

segundo trimestres também não demonstrou diferenças significantes: 

Primeiro Trimestre, Saudáveis 69,8 ± 9,3 ng/mL x DMG precoce 61,0 ± 

17,6 ng/mL, p=0,24; Segundo Trimestre, Saudáveis 71,5 ± 17,7 ng/mL x 

DMG precoce 71,5 ± 13,6 ng/mL, p=1,00. 

 

 

 

p=0,39* 
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f) Avaliação das Razões entre Adiponectina/Leptina e 

Adiponectina/Resistina  

 

Conseguimos um total de 55 gestantes Saudáveis e 32 com DMG 

precoce que tinham dosagens de adiponectina e leptina, o que permitiu 

avaliar a razão adiponectina/leptina entre esses grupos. Os resultados 

observados estão apresentados na Figura 6. 

A razão adiponectina/leptina foi significativamente menor no grupo 

que desenvolveu DMG precoce do que no grupo de gestantes Saudáveis 

(DMG precoce: 49,4 ± 26,8 ng/mL x Saudáveis: 78,1 ± 47,0 ng/mL, 

p=0,003). 
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* Teste t de Student 

Figura 6. Razão Adiponectina/Leptina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

Foi possível analisar a razão adiponectina/resistina em 56 gestantes 

Saudáveis e 33 com DMG precoce. Houve uma tendência para valores 

menores no grupo das gestantes com DMG precoce, porém esta diferença 

p=0,003* 



Resultados  42 

 

não alcançou significância estatística (Saudáveis: 242,1 ± 149,6 ng/mL x 

DMG precoce: 185,7 ± 130,4 ng/mL, p=0,07). Os resultados observados 

estão apresentados na Figura 7. 
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Figura 7. Razão Adiponectina/Resistina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p=0,07* 
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5.3 Avaliações genéticas 

 

Polimorfismos dos genes codificadores de Adiponectina  -4522 C/T 

(rs822393), Leptina -2548 G/A (rs7799039), Resistina -420C/G 

(rs1862513), Grelina Leu72Met (rs696217) e de Visfatina -3186C⁄T 

(rs11977021) 

 

 Todas as amostras de DNA genômico obtidas foram testadas para 

este grupo de polimorfismos genéticos.  

 Para todas as variantes analisadas, as distribuições das frequências 

genotípicas estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW).  

 Avaliamos a influência na doença confrontando os resultados obtidos 

em pacientes com e sem DMG precoce. 
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a) Polimorfismo de Adiponectina -4522 C/T (rs822393) 

 

 Foram avaliadas 52 gestantes Saudáveis e 29 gestantes com DMG 

precoce. Os resultados das frequências genotípicas e alélicas estão 

apresentados a seguir (Tabela 4).  

 

Tabela 3. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo     

-4522 do gene Adiponectina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

 Saudáveis (IMC≥25) DMG (IMC ≥25) p 

FG 

CC 17 (33,0%) 12 (41,0%) 

0,49 

CT 29 (56,0%) 16 (55,%) 

TT 06 (12,0%) 01 (3,%) 

Total 52 (100%) 29 (100%) 

EWH 1,46 0,04 

FA 
C 63 (61,0%) 40 (69,0%) 

0,39 
T 41 (39,0%) 18 (31,0%) 

 

 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 

frequências genotípicas (p=0,40 - teste de 
2
) e alélicas (p= 0,31, Odds 

Ratio = 0,69, IC = (0,35 – 1,37) - teste exato de Fischer) quando 

comparadas grupo Saudáveis x grupo DMG precoce. 
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b) Polimorfismo de Leptina -2548 G/A (rs7799039) 

 

 Foram avaliadas 55 gestantes Saudáveis e 26 gestantes com DMG 

precoce. Os resultados das frequências genotípicas e alélicas estão 

apresentados a seguir (Tabela 5).  

 

Tabela 4. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -

2548 do gene Leptina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

 Saudáveis (IMC≥25) DMG (IMC ≥25) p 

FG 

AA 27 (49,0%) 09 (35,0%) 

0,03* 

GA 26 (47,0%) 10 (38,0%) 

GG 02 (4,0%) 07 (27,0%) 

Total 55 (100%) 26 (100%) 

EWH 2,02 1,33 

FA 
A 80 (73,0%) 28 (54,0%) 

0,02 
G 30 (27,0%) 24 (46,0%) 

*Correção de Bonferroni 

 

 Foram identificadas diferenças significantes quanto às frequências 

genotípicas (p=0,03 - teste de 
2
) e alélicas (p= 0,02, Odds Ratio = 2,29, IC 

= (1,15 – 4,55) - teste exato de Fischer) quando comparadas grupo 

Saudáveis x grupo DMG. 
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c) Polimorfismo de Resistina -420C/G (rs1862513) 

 

 Foram avaliadas 54 gestantes Saudáveis e 28 gestantes com DMG 

precoce. Os resultados das frequências genotípicas e alélicas estão 

apresentados a seguir (Tabela 6).  

 

Tabela 6. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo     

-420 do gene Resistina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

 Saudáveis (IMC≥25) DMG (IMC ≥25) p 

FG 

CC 26 (48,0%) 15 (54,0%) 

0,86 

CG 25 (46,0%) 12 (43,0%) 

GG 03 (6,0%) 01 (4,0%) 

Total 54 (100%) 28 (100%) 

EWH 0,92 0,57 

FA 
C 77 (71,0%) 42 (75,0%) 

0,71 
G 31 (29,0%) 14 (25,0%) 

 

 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 

frequências genotípicas (p=0,86 teste de 
2
) e alélicas (p= 0,71, Odds Ratio 

= 0,83, IC = (0,40 – 1,73) - teste exato de Fischer) quando comparadas 

grupo Saudáveis x grupo DMG precoce. 
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d) Polimorfismo de Grelina Leu72Met (rs696217) 

 

 Foram avaliadas 56 gestantes Saudáveis e 28 gestantes com DMG 

precoce. Os resultados das frequências genotípicas e alélicas estão 

apresentados a seguir (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo 

Leu72Met do gene Grelina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

 Saudáveis (IMC≥25) DMG (IMC ≥25) p 

FG 

AA 01 (1,8%) 00 (0,0%) 

0,60 

CA 05 (8,9%) 04 (14,0%) 

CC 50 (89,3%) 24 (86,0%) 

Total 56 (100%) 28 (100%) 

EWH 3,17 0,16 

FA 
A 07 (6,0%) 04 (7,0%) 

1,00 
C 105 (94,0%) 52 (93,0%) 

 

 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 

frequências genotípicas (p=0,60 - teste de 
2
) e alélicas (p= 1,00, Odds 

Ratio = 0,87, IC = (0,24 – 3,09) - teste exato de Fischer) quando 

comparadas grupo Saudáveis x grupo DMG precoce. 
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e) Polimorfismo de Visfatina -3186C⁄T (rs11977021) 

 

 Foram avaliadas 56 gestantes Saudáveis e 27 gestantes com DMG 

precoce. Os resultados das frequências genotípicas e alélicas estão 

apresentados a seguir (Tabela 8).  

 

Tabela 8. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -

3186 do gene Visfatina em gestantes Saudáveis e com DMG precoce. 

 

 Saudáveis (IMC≥25) DMG (IMC ≥25) p 

FG 

CC 30 (54,0%) 16 (59,0%) 

0,46 

CT 23 (41,0%) 11 (41,0%) 

TT 03 (5,0%) 00 (0,0%) 

Total 56 (100%) 27 (100%) 

EWH 0,28 0,77 

FA 
C 74 (75,0%) 80 (78,5%) 

0,40 
T 26 (25,0%) 20 (21,5%) 

 

 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 

frequências genotípicas (p=0,46 - teste de 
2
) e alélicas (p=0,40, Odds 

Ratio = 0,71, IC = (0,37 – 1,38) - teste exato de Fischer) quando 

comparadas grupo Saudáveis x grupo DMG precoce. 
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5.4 Avaliação Genótipo X Fenótipo 

 

a) Polimorfismo -4522 C/T do gene da adiponectina X níveis séricos de 

adiponectina 

 

Agrupamos os grupos Saudáveis e DMG precoce e avaliamos o nível 

de adiponectina de acordo com o padrão de expressão do polimorfismo, 

nos genótipos CC, CT e TT. 

Não notamos correlação entre as variáveis (genótipo e fenótipo) em 

nenhum dos grupos (CC x CT x TT: 2541 ng/mL x 2699 ng/mL x 2713 

ng/mL– p=0,81).  

 

b) Polimorfismo -2548 G/A do gene da leptina X níveis séricos de leptina 

 

Agrupamos os grupos Saudáveis e DMG precoce e avaliamos o nível 

de leptina de acordo com o padrão de expressão do polimorfismo, nos 

genótipos AA, GA e GG. 

Não notamos correlação entre as variáveis (genótipo e fenótipo) em 

nenhum dos grupos (AA x GA x GG: 44857 pg/mL x 40168 pg/mL x 

40560 pg/mL – p=0,59).  

Com relação à avaliação genótipos fenótipo referente aos 

polimorfismos: -420C/G do gene da resistina, Leu72Met do gene de 

grelina e -3186C⁄T do gene de visfatina, não foi possível realizar este 

cálculo devido ao pequeno número de pacientes avaliadas. 
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O DGM é uma condição inflamatória que está diretamente 

relacionada à obesidade. Quando tem início antes de 20ª semana de 

gestação tem sido associado a maior risco de complicações obstétricas 
(8, 68)

 

o que nos motivou a estudar esta variante mais grave de DMG. Neste 

estudo analisamos o perfil de adipocinas e polimorfismos genéticos 

relacionados a estes fatores para caracterizar as gestantes com sobrepeso e, 

portanto de risco para DMG precoce. Para avaliar melhor todos os fatores 

agrupamos as pacientes de acordo com as condições clinicas (saudáveis e 

DMG) e em seguida, de acordo com trimestre em que foram realizadas as 

coletas de amostras de sangue (1º e 2º trimestres), e categoria de IMC (pré-

obesas e obesas), e comparamos os grupos e subgrupos entre si.  

 As pacientes que desenvolveram DMG precoce, e especialmente as 

obesas, tiveram concentrações séricas de adiponectina significantemente 

menores do que gestantes saudáveis.  Em relação à leptina, só foi possível 

identificar resultados significantes quando analisamos os subgrupos. As 

amostras sanguíneas de pacientes com DMG colhidas no 2º trimestre 

apresentaram níveis séricos médios de leptina mais elevados que as 

amostras de gestantes saudáveis. Não detectamos diferenças relativas a esta 

molécula quando comparamos os subgrupos definidos pelo IMC. Notamos 

também que a razão adiponectina/leptina foi significantemente menor no 

grupo de DMG precoce.  

 Não observamos diferenças entre grupos e subgrupos relativas à 

resistina, grelina e visfatina séricas. 

 Tal como nos estudos séricos, observamos associação entre o 

polimorfismo genético de leptina e o DMG. Já as outras mutações 

estudadas não apresentaram associação com a doença.  

 A grande maioria dos estudos sobre o tema DMG e mediadores 

examina a produção destes fatores em mulheres com DMG em geral 
(38, 52, 
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83, 103, 142)
, mas não inclui um grupo específico como o nosso composto 

exclusivamente por gestantes com sobrepeso ou obesa, Além desta 

diferença, nosso estudo é inédito pois decidimos analisar apenas gestantes 

que desenvolveram DMG  de início precoce, o que supostamente configura 

um grupo de gestantes com quadros mais graves e sujeitas a maior número 

de complicações. 

 Tal como neste estudo, diversos autores mostraram menor produção 

de adiponectina em pacientes com DMG 
(38, 100, 130, 142)

.  

 Existem controvérsias quanto aos valores de adiponectina em 

pacientes com DMG. Embora diversos estudos mostrem associação inversa 

com os níveis de adiponectina e o DMG 
(75, 87, 143)

, alguns investigadores 

não identificaram alterações nos níveis de adiponectina em diabéticas 
(82, 83, 

144)
. 

Controvérsias também são observadas em relação ao IMC. Embora a 

grande maioria dos investigadores identifiquem uma correlação negativa 

entre níveis médios de adiponectina e o grau de adiposidade 
(17, 18, 39)

, outros 

(145-147)
, tal como neste estudo, não demonstram esta relação. É possível que 

este achado seja devido ao fato de termos selecionado apenas gestantes 

com sobrepeso para nosso estudo, e também ao fato de que todos nossos 

casos de DMG eram em principio mais graves.  

Outra questão que pode explicar algumas das discordâncias 

encontradas na literatura é o tipo de isoforma da adiponectina avaliada. 

Existem três formas de adiponectina com diferentes propriedades e pesos 

moleculares. Nós determinamos os níveis séricos de adiponectina total, 

entretanto alguns estudos sugerem que só existiriam diferenças nos níveis 

de algumas isoformas de adiponectina, quando são feitas comparações 

entre soros de pacientes com e sem diabetes 
(148-150)

. 
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A relação leptina e GMD também não está totalmente esclarecida. 

Apontada como elo de ligação entre o estado nutricional e a resposta imune 

inflamatória 
(151)

, a leptina  parece desempenhar múltiplas funções. Sua 

relação com a RI ainda não esta esclarecida. Enquanto alguns 

investigadores detectaram relação direta com RI 
(79, 80, 87)

 inclusive ao longo 

da gestação normal 
(152, 153)

, outros sugerem que o aumento de leptina esta 

associado à diminuição de sensibilidade a insulina e não com aumento de 

RI 
(154, 155)

. A avaliação da leptina sérica em DMG também tem levado a 

resultados contraditórios. Enquanto que alguns estudos, tal como o nosso 

encontraram um aumento significativo nos níveis médios de leptina em 

gestantes diabéticas 
(79, 80, 87)

, outros observaram valores significativamente 

menores  
(75, 156)

 e ainda, outros não detectaram qualquer alteração 
(88, 156)

. O 

grupo de Saucedo e colaboradores (2011) 
(82)

, não encontrou diferenças nos 

níveis de leptina em pacientes com DMG mas observou que estas pacientes 

teriam um padrão diferente de leptina sérica no puerpério, isto é, seus 

valores de leptina não voltariam aos valores pré-gravídicos como acontece 

com as gestantes saudáveis.  

   Gao e colaboradores (2008) 
(79)

, avaliaram gestantes com DMG 

entre 14 e 20 semanas e observaram redução de adiponectina e aumento de 

leptina neste período de gestação em pacientes que posteriormente 

desenvolveram DMG. Neste estudo, nós encontramos o mesmo tipo de 

alteração, mas apenas no 2º trimestre, e em pacientes com DMG precoce. 

Segundo Maple-Brown e colaboradores (2012) 
(157)

 os níveis séricos de 

leptina durante a gestação estão associados com o IMC pré-gestacional, 

mas não com o grau de tolerância a glicose. Em complementação a estes 

achados, como esperado, observamos que a razão adiponectina/leptina é 

menor nos casos de DMG.  
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Não detectamos nenhuma alteração na concentração sérica de 

resistina relacionada à DMG, ao IMC ou mesmo à idade gestacional da 

coleta. Estes resultados são concordantes com os dados da revisão que 

recentemente publicamos sobre o assunto 
(109)

, que mostrou a 

heterogeneidade entre os estudos, que na maioria das vezes incluem um 

número restrito de casos e, portanto, não permitem conclusões definitivas.  

Procuramos completar um painel de adipocinas incluindo a avaliação 

de grelina e visfatina. Conseguimos dosar estas moléculas, mas a grande 

maioria das amostras não apresentou níveis detectáveis, quer no grupo 

saudável quer nas gestantes que desenvolveram DMG precoce. Assim, esta 

análise foi limitada. Teríamos que aumentar sensivelmente o tamanho 

amostral e se possível utilizar um teste com maior capacidade de detecção 

para fazer uma melhor avaliação dessas moléculas. 

O aspecto genético das gestantes que desenvolvem DMG tem sido 

menos explorado. O número de investigações sobre polimorfismos de 

genes de adipocinas em portadoras de DMG ainda é pequeno, ainda mais 

por se tratar de variantes muitas vezes pouco frequentes.  

De todos os polimorfismos analisados, o único que foi associado 

com DMG precoce foi o -2548 G/A da leptina, sendo que identificamos 

maior frequência do genótipo GG no grupo de diabéticas. Vaskú e 

colaboradores (2006) 
(56)

, analisaram a mesma variante do gene de leptina 

em pacientes com DMG (diagnosticado após a 24ª semanas) e encontraram 

menor frequência do genótipo GG em DMG, ou seja, resultados opostos 

aos nossos. Esta aparente discrepância pode ser atribuída ao fato de que 

todas nossas participantes tinham sobrepeso. Analisando este polimorfismo 

em obesos, Mammes e colaboradores (2000) 
(158)

 encontraram associação 

do genótipo GG com obesidade, e com menor produção de leptina. Nossos 
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achados são concordantes, uma vez que encontramos menos alelo G e mais 

leptina nas pacientes com sobrepeso que desenvolveram DMG precoce.  

Em relação ao polimorfismo de adiponectina, avaliamos uma 

variante diferente dos outros estudos 
(64, 65, 130, 159)

 e não observamos 

associação. Dos estudos anteriores dois apontaram relação entre 

polimorfismo e DMG, mas cada um avaliou uma variante genética e ambos 

incluíram apenas população asiática 
(65, 159)

. 

Quanto aos outros polimorfismos analisados por nós, existe apenas 

um estudo sobre gênese de grelina em pacientes com DMG. Dos Santos e 

colaboradores (2010) 
(139)

 estudaram o polimorfismo Leu72Met (rs696217) 

e R51Q (rs34911341) da grelina em DMG e tal como em nosso estudo não 

encontraram associação entre a variante Leu72Met (rs696217) e a doença. 

Até o momento, não foi publicado outro estudo que tenha incluído 

pacientes com as mesmas características.  A pesquisa de López-Tinoco e 

colaboradores (2012) 
(87)

 tem muitas similaridades, incluiu diversas 

adipocinas, e avaliou apenas um subgrupo de DMG, mas ao contrario do 

nosso estudo, selecionou exclusivamente os casos de início tardio. Apesar 

das diferenças clínicas, os resultados dos dois estudos foram concordantes, 

sugerindo que adiponectina e leptina apresentem associação com DGM 

independente da gravidade do caso e do IMC pré-gestacional.  

Mesmo com tamanho amostral reduzido conseguimos encontrar 

tanto alterações de níveis séricos de mediadores como associação genética. 

São resultados que precisam ser confirmados em populações maiores, mas 

a possibilidade de que se confirmem é grande. Quando a associação 

genética é bastante significante com um número limitado de casos, é muito 

provável que ela se confirme numa população maior. 

 Uma limitação do nosso estudo é que analisamos apenas amostras de 

sangue periférico. É possível que existam outras diferenças nos níveis de 
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adipocinas no tecido adiposo e/ou na interface materno-fetal 
(104)

. A relação 

entre a resposta inflamatória e a obesidade ainda não está totalmente 

esclarecida. Segundo Han e colaboradores (2011) 
(160)

 a pré-obesidade 

(IMC ≥25 a <30) não compromete significativamente o sistema imune de 

adultos. Indivíduos obesos (IMC ≥30) ou com obesidade mórbida 

(IMC≥40) e, especialmente aqueles que apresentam alterações metabólicas 

é que com maior frequência parecem ter comprometimento do sistema 

imune.  

 Avançamos no estudo dos aspectos inflamatórios e imunes 

relacionados ao binômio gestação/obesidade, mas ainda existem diversos 

aspectos a esclarecer. Precisamos caracterizar melhor o perfil inflamatório 

destas pacientes, isto é, quantificar e avaliar funcionalmente o 

comportamento de outras adipocinas. A continuidade desta investigação 

poderá contribuir para a definição de parâmetros de avaliação mais efetivos 

para acompanhamento da gestante com sobrepeso/obesa e identificação 

precoce da paciente com maior propensão a desenvolver o DMG dentro 

deste grupo populacional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÃO
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 Gestantes com sobrepeso que desenvolvem DMG precoce têm redução 

dos níveis médios de adiponectina sérica e aumento nas concentrações séricas de 

leptina.  

 Além disso, o polimorfismo -2548 G/A do gene de Leptina parece estar 

associado à doença. 
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Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

O Laboratório de Obstetrícia Fisiológica e Experimental (Departamento de 

Obstetrícia) da Universidade Federal de São Paulo gostaria de convidar 

você a participar do projeto de pesquisa intitulado: “Mediadores 

inflamatórios em gestantes com sobrepeso e o risco de Diabetes mellitus 

gestacional”. 

 O objetivo deste estudo é avaliar se a medida de mediadores inflamatórios 

no começo da gestação permite identificar qual é a gestante que vai 

apresentar diabetes gestacional mais adiante. Como esta doença acomete 

principalmente gestantes com sobrepeso ou obesas, pretendemos estudar 

este grupo de pacientes especificamente. A produção destes mediadores 

inflamatórios depende de muitos fatores, inclusive de genes. Por isso, o 

estudo pretende avaliar se essas gestantes apresentam mutações dos genes 

que receberam de seus pais que possam influenciar a produção de 

mediadores inflamatórios favorecendo o desenvolvimento da diabetes 

gestacional. Genes são pequenos pedaços que formam os cromossomos, 

que são transmitidos dos pais aos filhos e que são responsáveis por 

características do indivíduo: cor dos olhos, altura, etc. Polimorfismo de 

genes seria a existência de diferentes tipos de genes associados a uma 

mesma característica, resultando em variações, por exemplo, ter olhos azuis 

ou castanhos. Estes diferentes tipos de formação de genes seriam decididos 

pelo material que recebemos de nossos pais na hora de nossa criação. 

Para este estudo os seguintes procedimentos laboratoriais serão realizados:  

- Avaliação da concentração de moléculas no sangue periférico; 

- Avaliação de polimorfismos nos genes responsáveis pela produção das 

substâncias envolvidas nas respostas imunológicas; 
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- Avaliação do resultado do exame de curva glicêmica no 6º-7º mês de sua 

gestação. Este exame é feito de rotina, por todas as gestantes atendidas na 

Escola Paulista de Medicina. O resultado desse exame será obtido do seu 

prontuário e não implica em nova coleta de sangue.  

Serão coletados 16 mL de sangue por punção periférica da veia do 

antebraço para realizar as provas laboratoriais acima descritas no primeiro 

trimestre da gestação. 

Este procedimento poderá causar um pouco de dor na punção e a formação 

de equimose ou hematoma no local, embora isto não seja frequente. 

 Não há benefício direto para o participante. Trata-se de um estudo 

epidemiológico testando a hipótese de que gestantes com sobrepeso ou 

obesas que desenvolvem diabetes gestacional têm alterações na produção 

de mediadores inflamatórios desde o início da gestação, e que estas 

alterações dependam da sua carga genética. 

 Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, você terá acesso 

aos profissionais responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de 

eventuais dúvidas. Os principais investigadores são Thalita Frutuoso Lobo, 

Dra. Silvia Daher e Dra. Maria Regina Torloni que podem ser encontrados 

na Rua Pedro de Toledo 781/4 andar - telefone 5579-2353. Se você tiver 

alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato 

com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 – 1º andar-

cj 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162; e-mail: cepunifep@epm.br. 

 É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer 

momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à 

continuidade de seu tratamento na Instituição. 

 Direito de confidencialidade – As informações obtidas serão 

analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo divulgada a 

identificação de nenhum paciente; 
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 Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das 

pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do 

conhecimento dos pesquisadores. 

 Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o 

participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. 

Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. Se 

existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da 

pesquisa. 

 Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos 

ou tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o 

participante tem direito a tratamento médico na Instituição, bem como às 

indenizações legalmente estabelecidas. 

 Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material 

coletado somente para esta pesquisa. 

 Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das 

informações que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo 

“Mediadores inflamatórios em gestantes com sobrepeso e o risco de 

Diabetes mellitus gestacional”. Eu discuti com a Dra. Silvia Daher sobre a 

minha decisão em participar desse estudo. Ficaram claros para mim quais 

são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus 

desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de 

esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação 

é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar 

quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e 

poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 

o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que 

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 
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Assinatura do paciente/representante 

legal 
Data         /       /        

 

Assinatura da testemunha 
Data         /       /        

para casos de voluntários menores de 18 anos, analfabetos, semi-

analfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual. 

 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento 

Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a 

participação neste estudo. 

Assinatura do responsável pelo 

estudo 
Data         /       /        
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Anexo 2: Ficha de Dados Sócio-Demográficos 

 

FICHA DE DADOS SÓCIO-DEMOGRÁFICOS 

Data     /       /      Responsável _____________ 

Peso habitual pré-gestacional (auto-referido):____, altura auto-

referida:____ 

IMC pré-gestacional: ________ 

Peso aferido:________, altura aferida:___________ 

PA: ___x___ 

Identificação  

Nome________________________________   RH-

HSP_________________ 

Endereço: 

___________________________________________________________ 

Telefone: ________ _______         Profissão: 

__________________________ 

Natural: _________________      

Procedente:_______________________________ 

Idade: ________________ Escolaridade: 

_________________________________ 

Estado civil: (   ) casada  (   ) união consensual  (   ) solteira (   ) Outras: 

 

Cor/Raça (auto-declarada): 

paciente:           (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) asiática  

Pai:                   (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena    (   ) 

asiática  

Mãe:                 (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena    (   ) 

asiática  
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Avó Materna:   (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena    (   ) 

asiática 

Avô Materno:   (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena    (   ) 

asiática  

Avó Paterna:     (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) 

asiática  

Avô Paterno:    (   ) branca (   ) negra  (   ) parda   (   ) indígena   (   ) 

asiática 

 

Glicemia de jejum do 1º trimestre: _____ mg/dL, data: ___/____/_____ 

 

IG na data da coleta:         

DUM :     /       /       , IG atual baseada na DUM: _____sem 

data do 1
o
 US: :     /      /     , IG neste 1º  US: ___  sem,  IG atual baseada 

em 1ª US:_______ sem    

 

Antecedentes Obstétricos 

Gesta         Para            Aborto 

Ano 

Duração 

da 

gestação 

Tipo 

de 

parto 

Peso 

ao 

nascer 

Intercorrências 

maternas 

Intercorrências 

neonatais 

      

      

      

      

Antecedentes Familiares 

 

Tem parentes de 1º grau obesos? (     ) Sim  (     ) Não 
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Se Sim, quem:_____________________ 

Tem parentes de 1º grau com diabetes? (   ) Sim      (    )Não 

Se Sim, quem:_____________________ 

 

Antecedentes Pessoais 

 Peso da gestante ao nascer: ________ g 

 Nasceu de 9 meses? S ou N, se não, especificar IG aproximada ao 

nascer_____meses 

 Era gorda quando criança ou adolescente? Se positivo, indicar idade 

aproximada em que sobrepeso/ obesidade se instalou:______ 

 se era gorda e agora está menos gorda, especificar com que idade ela 

perdeu peso:_______ e quantos Kg perdeu ao todo:________ 

 

 Clínicos:   

Tabagismo   (   ) Não  (   ) Sim – Quantidade 

Etilismo (   ) Não (   ) Sim – Quantidade 

Endocrinopatias (   ) Não (   ) Sim – Qual? 

Transfusão sanguínea – 

Internações Clínicas – 

Doenças Sistêmicas –   

 Cirúrgico:  

 

Intercorrências Obstétricas até o momento: 

 Uso de medicamentos na gestação 

atual:______________________________________ 

 

DESFECHO: Curva glicêmica 75 g no 2º trimestre 
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Data do GTT: __/___/____ 

IG no exame:______ semanas 

Peso materno no GTT:_____Kg 

Resultado do GTT: 

 jejum______, 

 1h________, 

 2 h________ 

 

Foi repetido este exame ? (   ) Sim      (    ) Não 

Se Sim, quando: ___/____/ ______ ,  

IG no 2º exame:_____ sem 

Resultado do 2º exame:  

Jejum_______,  

1h_______,  

2h_____ 
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Anexo 3: Parecer do Comitê de Ética Institucional – UNIFESP 
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Anexo 4: Artigo publicado 
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Anexo 5: Artigo a ser submetido
1 

 

Adipokines levels and gene polymorphisms in overweight women with 

early-onset gestational diabetes  

 

Abstract 

Problem: Early onset gestational diabetes mellitus (GDM), defined as the 

onset of GDM in the 1
st
 half of pregnancy, is a more severe form of GDM 

that has not been extensively investigated. We assessed adipokine levels in 

overweight women with this specific form of GDM, compared to healthy 

overweight women at the same gestational age. 

Method of Study: This nested case-control study included 93 overweight 

(pre-pregnancy BMI > 25 kg/m
2
) women between 6-20 weeks´ gestation, 

with and without early onset GDM diagnosed through a 2 hour 75 g oral 

glucose tolerance test using the IADPSG criteria.  Serum concentrations of 

adiponectin, leptin, resistin, visfatin and grelin were measured  by ELISA, 

and polymorphisms the genes encoding Adiponectin -4522 C/T (rs822393), 

Leptin -2548 G/A (rs7799039), Resistin -420C/G (rs1862513), Ghrelin 

Leu72Met (rs696217) and Visfatin -3186C⁄T (rs11977021) were assessed 

by PCR-RFLP. 

Results: A total of 93 women were included (33 with early-onset GDM and 

60 with normal pregnancies); 47 women were in the 1
st
 trimester (< 14 

weeks) and 46 in the early 2
nd

 trimester (14 to 20 0/7 weeks) at blood 

sample collection and 57 pre-obese (pre-pregnancy BMI 25-29.9 Kg/m2) 

and 36 obese (BMI> 30) participants. Adiponectin levels of the 33 women 

with early onset GDM were significantly lower than in women with healthy 

pregnancies (2247 ± 1103 ng/mL versus 2777 ± 929,4 ng/ml, respectively, 

p=0,02). Serum Leptin levels were significantly higher in women who 
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developed early-onset GDM in the 2
nd

 trimester (50319 ± 23802 pg/mL 

versus 34831 ± 15706 pg/ml, p=0,01), but not when were separated in 

subgroups according to BMI. Adiponectin/Leptin ratio was significantly 

lower in the  compared to the healthy group (49,4 ± 26,8 ng/mL versus 78,1 

± 47,0 ng/mL, p=0.003). There were no significant differences in resistin, 

ghrelin and visfatin serum levels between patients with early-onset GDM 

patients and women with healthy pregnancies.. The leptin gene 

polymorphism -2548 G/A was associated with early-onset GDM (p=0.02).  

Conclusions: Overweight women with early-onset GDM have significantly 

lower serum adiponectin and significantly higher serum leptin levels up to 

20 weeks´ gestation than overweight women of similar gestational age that 

had normal pregnancies. The leptin gene polymorphism -2548 G/A is 

associated with early-onset GDM   

 

Key-words: adipokines, obesity, overweight, polymorphism, Gestational 

Diabetes Mellitus. 
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Introduction: 

 

Maternal adiposity is one of the main risk factor for the development of 

Gestational Diabetes Mellitus (GDM) 
(1-3)

, however the majority of women 

who enter pregnancy with an increased body mass index (BMI) do not 

develop this disorder.  The reasons for differences in predisposition to 

GDM among obese women remain unclear and this has led to 

investigations that try to explore and identify factors that could act as 

potential effect modifiers, modulating this predisposition 
(4, 5)

.  

Most expert panels recommend that screening for GDM be performed 

between 24 and 28 weeks of gestation, when there is a significant increase 

in the production of placental hormones that lead to insulin resistance 
(2)

. 

However, the onset of insulin resistance in pregnancy is a continuous 

phenomenon subject to biological variation and some women can develop 

GDM at an earlier gestational age, for reasons still unclear 
(6)

. This 

condition, known as early-onset GDM is associated with higher degrees of 

hyperglycemia and rates of pregnancy complications 
(6, 7)

, suggesting that 

perhaps it could involve different pathophysiological mechanisms 
(6)

. 

Studies on early-onset GDM have searched for the definition of biomarkers 

and the clinical characteristics of these patients.  

Inflammation and insulin resistance have been implicated in GDM 

pathogenesis 
(8, 9)

, and adipokines (adiponectin, leptin, resistin, ghrelin and 

visfatin), mediators produced by the adipose tissue and the placenta, seem 

to play a central role in these processes 
(8-10)

. 

 Adiponectin has anti-inflammatory and anti-glycemic effects; it promotes 

insulin sensitization by decreasing hepatic glucose production and 

increasing insulin action in the liver 
(11)

. Leptin is a proinflammatory 

molecule involved in different events of the immune response 
(12-14)

 that 
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also suppresses hunger and increases energy consumption, thus 

contributing decisively to the prevention of  weight gain. In addition, it has 

been shown that leptin antagonizes insulin action and decreases its 

production by pancreatic β-cells, and indirectly affects glucose metabolism 

(11)
. Resistin induces insulin resistance, thus interfering with glucose 

metabolism. Ghrelin an antiinflammatory adipokine has central and 

peripheral effects on glucose regulation and insulin level. Experimental 

studies have shown that infusion of exogenous ghrelin in healthy humans 

decreases glucose stimulated insulin secretion 
(15)

. Visfatin is involved in 

glucose homeostasis, its levels seem to be directly correlated with insulin 

resistance 
(16)

. 

The role of these adipokines in GDM remains unclear and controversial. 

While some studies report increased levels of leptin and resistin in GDM 

patients 
(17-21)

, others do not confirm these findings 
(22-28)

. Similarly, visfatin 

levels have been reported to be significantly lower 
(29)

, similar 
(28, 30)

 or 

higher 
(31)

 in women with GDM compared to healthy pregnant women at 

the same gestational age 
(28-30)

. On the other hand, adiponectin and ghrelin 

concentrations seem to be reduced in GDM patients 
(25, 32-35)

.  

It has been hypothesized that some women may have a genetic 

predisposition to develop an intense inflammatory response which could 

increase their risk for GDM 
(35-37)

. In this context the evaluation of 

adipokines gene polymorphism might be interesting. These genetic variants 

have been associated with inflammatory conditions such as obesity and 

type 2 diabetes (T2DM) 
(38)

. However there are fewer studies focusing on 

the role of these genetic polymorphisms in GDM 
(39)

.  To the best of our 

knowledge, there is only one study on Leptin polymorphisms in GDM 

patients, which identified an association between one allelic variant and 

this disease 
(35)

. Four studies investigated adiponectin polymorphisms in 
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GDM patients and reported discrepant results 
(36, 37, 40, 41)

. Dos Santos ICR et 

al. (2010)
(42)

 reported that ghrelin gene allele 51Q (rs34911341) seems to 

be protective against the development of GDM  
(42)

. To the best of our 

knowledge, there have been no previous studies assessing the association 

between GDM and resistin or visfatin  gene polymorphisms. 

Up to the moment, adipokine levels and gene polymorphisms have been 

evaluated in patients diagnosed with GDM after 24 weeks of pregnancy. 

The identification of specific genetic markers linked to early onset GDM in 

overweight women could help to understand the ethiopathological 

mechanisms involved in this specific type of GDM. This information could 

be useful from a clinical perspective, since it could allow the early 

diagnosis and treatment of overweight women at higher risk for this more 

severe form of GDM, thus reducing their risks of adverse outcomes.  

 

Material and methods: 

 

Study design, setting and participants  

This nested case-control study selected participants from a cohort of 

overweight pregnant women booked for antenatal care at a free tertiary 

university clinic, (Universidade Federal de São Paulo), in São Paulo, Brazil 

between 2010 and 2012. The research protocol was approved by the 

university´s ethics committee and written informed consent was obtained 

from all participants. 

Inclusion criteria for cases and controls were : being overweight (pre-

pregnancy BMI ≥ 25 kg/m
2 

based on self-reported weight and height 

measured at the antenatal clinic, gestational age between 6 0/7 and 20 0/7 

weeks at recruitment (based on menstrual dates  confirmed through 

obstetric ultrasound), singleton pregnancy and live fetus. Exclusion criteria 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=dos%20Santos%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20152820
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at recruitment were:  any pre-existing systemic disease (e.g. hypertension, 

autoimmune diseases or pre-existing DM), history of cancer, pregnancy 

resulting from artificial reproductive treatment, unknown pre-pregnancy 

weight, any current infection (e.g. urinary, gynecological or respiratory) or 

history of bleeding in the current pregnancy.  All participants were 

followed until the end of their pregnancies. Those with any of the following 

were excluded from the study: lost to follow-up (no information on 

pregnancy outcome / delivered elsewhere), spontaneous abortion, fetal or 

neonatal death, those who developed any other pregnancy complication 

besides early-onset GDM (including overt DM or GDM diagnosed after 21 

weeks, pre-eclampsia, preterm labor, premature rupture of membranes, 

placental abruption or placenta previa), those who delivered a low birth 

weight (< 2500 g) or small for gestational age infant or an infant with a 

malformation diagnosed up to discharge.  

All pregnant women managed at Sao Paulo Federal University antenatal 

care clinics routinely perform a 75g 2-hours oral glucose tolerance test 

(OGTT) at 24-28 weeks to detect GDM. The test is performed according to 

international recommendations (ref WHO) and those with one or more 

abnormal values (fasting ≥ 92-125 mg/dL or 1-h post load ≥180-199 mg/dL 

or 2-h post load ≥153-199 mg/dL) are diagnosed with GDM according to 

the criteria proposed by the International Association for Diabetes and 

Pregnancy Study Group (IADPSG) (International Association of Diabetes 

and Pregnancy Study Groups Consensus Panel, 2010). Those with fasting 

glucose values > 126 mg/dL or > 200 mg at 1h or 2h were diagnosed with 

overt DM. At physicians´ discretion, a 75g OGTT is done before 24 weeks 

for some women considered at very high risk for GDM due various risk 

factors (obstetric history, obesity, family history of DM, etc…). The results 

of this exam are interpreted according to the aforementioned criteria. 
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Women diagnosed with GDM at this stage are labeled as having early-

onset GDM; those with normal results in this first OGTT are submitted to a 

second OGTT at 24-28 weeks.   

For this study, we selected as cases all women who performed an OGTT, 

were diagnosed with GDM before 20 0/7 weeks´ gestation and who 

fulfilled our selection criteria. Controls were selected from a group of 

women with normal OGTT results, and without any other clinical or 

obstetric complications, matched with the cases for race and gestational age 

(+ or – 1 week) at time of blood collection.  

 

Method 

Upon enrolment, 16 mL of peripheral blood was collected from each 

participant after 8-12 hours of fasting: 8 mL in tubes containing spray-

coated silica and a polymer gel  for serum separation (BD Diagnostics, , 

Franklin Lakes, NJ, USA)) and 8 mL in tubes containing 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (BD Diagnostics, Franklin Lakes, 

NJ, USA). Blood was immediately centrifuged to obtain the buffy coat 

layer containing polymorphonuclear cells and DNA was extracted by the 

DTAB/CTAB method 
(43)

. The sample collected in SST tubes was 

centrifuged after clot retraction to obtain serum sample, which was 

immediately frozen and stored at - 80ºC until use. 

 

 

Adipokine assays  

Adipokines serum levels were quantified by ELISA using commercial kits 

Human Adiponectin, Human Leptin DuoSet; Human Resistin DuoSet 

(R&D Systems®  USA). Ghrelin serum levels were quantified by ELISA 

using commercial kit Human Ghrelin (Active) ELISA kit (Millipore). 
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Visfatin serum levels were quantified by ELISA using commercial kit 

RayBio EIA kit VISFATIN (RayBio).  

Adiponectin, Leptin and Resistin sensitivity was 62,5 pg/mL, 32,25 pg/mL 

and 31,25 pg/mL, respectively. Ghrelin and Visfatin sensitivity was 25,0 

pg/mL and 10,0 ng/mL, respectively. 

 

Polymorphism genotyping 

Primers sequences and PCR cycling conditions have been previously 

described, as well as genotyping methods for Adiponectin -4522 C>T 

(rs822393), Leptin -2548 G>A (rs7799039) and Resistin -420C>G 

(rs1862513) 
(38, 44, 45)

. The three allelic variants were genotyped by RFLP 

method. Briefly, PCR products were digested with the following restriction 

endonucleases: Hinf1, HhaI and Bbsl (New England Biolabs). As well as 

genotyping methods for Ghrelin Leu72Met (rs696217) and Visfatin -

3186C⁄T (rs11977021) 
(46, 47)

. The three allelic variants were genotyped by 

RFLP method. Briefly, PCR products were digested with the following 

restriction endonucleases: BsrI and AvaII (New England Biolabs). 

Adiponectin -4522 polymorphism (rs822393) genotyping resulted in 

fragment sizes of 226 bp (T) or 144 and 73 and 9 bp (C); Leptin -2548 

(rs7799039) polymorphism in 242 bp (G) or 205 and 37 bp (A), Resistin        

-420 (rs1862513) polymorphism genotyping resulted in fragment sizes of 

543 bp (G) or 327 and 207 bp (C). Ghrelin Leu72Met polymorphism  

(rs696217) genotyping resulted in fragment sizes of 618bp (A) or 506 and 

112 bp (C)  and Visfatin -3186 (rs11977021) polymorphism in 169 bp (T) 

or 147 (C). 

All PCR products were visualized by electrophoresis on an agarose gel 

stained with bromide ethidium. 
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Statistical analysis 

Kolmogorov-Smirnov or Shapiro-Wilk tests and Skewness and Kurtosis 

values were used to assess the distribution of quantitative variables. One-

way ANOVA, Kruskal-Wallis, Student´s t- or Mann-Whitney tests were 

used to analyze continuous variables. 

Hardy-Weinberg equilibrium tests were performed by calculating expected 

frequencies of each genotype and comparing them with the observed 

values. Single allelic and single genotype frequencies (obtained by direct 

count) were analyzed by Fisher exact or 
2
 tests, Odds ratios (ORs) and 

95% confidence intervals (CI) were calculated. The leptin gene 

polymorphism results were correct by Bonferroni Correction. 

 All tests were considered significant at p<0.05. Statistical analyses were 

performed with the software Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc. 

CA, USA- for Windows). The data were presented as mean ± standard 

deviation. 

As we found no previous studies that could be used to calculate the sample 

size recommended for this research, our proposal was to conduct a pilot 

study including all overweight pregnant women eligible attended the 1st 

half of pregnancy in UNIFESP until we get at least 30 cases with early-

onset GDM. Considering the possibility of failure in some laboratory tests, 

we decided to continue the study until 33 cases of early-onset GDM were 

diagnosed.  

 

Results: 

 

The main clinical characteristics of GDM patients and healthy controls are 

presented on Table 1. There were no significant differences in the race, 

parity, smoking status and gestational age at sample collection of the cases 
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and controls. Patients with GDM were significantly older than controls. 

There were no significant differences in the mean BMI of cases and 

controls nor in the distribution of pre-obese and obese women (Table 1). 

Table 2 presents the results of the adipokines in cases and controls 

according to gestational age at blood collection and to degree of adiposity. 

Women with early-onset GDM had significantly lower adiponectin levels 

than in controls of similar gestational age (2247 ± 1103 ng/mL versus 2777 

± 929.4 ng/mL respectively, p=0.02 - Student´s t-test – Figure 1) even 

when comparing subgroups overweight and obese of 2
nd

 trimester (control: 

2739 ± 969,1 ng/mL  x GDM: 1751 ± 817,9 ng/mL, p=0.009 and control: 

3721 ± 914,7 ng/mL x GDM: 2109 ± 783,5ng/mL, p=0.008, respectively - 

Student´s t-test). Serum Leptin showed significant difference only in the 2
nd

 

trimester (34831 ± 15706 pg/ml x GDM: 50319 ± 23802 pg/mL, p=0,01 - 

Student´s t-test – Figure 1), independent of BMI. Women with early-onset 

GDM had signficantly lower adiponectin/leptin ratio than in controls (49,4 

± 26,8 ng/mL versus 78,1 ± 47,0 ng/mL, respectively, p=0,003  – Figure1).   

There were no differences in resistin, ghrelin and visfatin serum levels 

between GDM patients and controls (Figure 2) 

All allelic variants in GDM and control groups were in Hardy-Weinberg 

equilibrium. Genotype data are presented on Table 3. 

We detected an association between -2548 G/A Leptin gene polymorphism 

and the disease. GDM patients presented lower frequency of GG genotype 

than controls (p=0.03 – Chi-Square test). However, there were no 

differences in Adiponectin -4522 C/T, Resistin -420C/G, Ghrelin 

Leu72Met and Visfatin -3186C⁄T (data not show), genotype and allelic 

frequencies between the groups (Table 3). 
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Table 1 Main characteristics of study participants 

 

Variables 
Overweight (BMI* ≥25) P value 

Healthy GDM  

 (N=60) (N=33) 

Age* 

Mínimum-Maximum 16-43 20-48 

0,0002** Mean 29,02 34,33 

Standard-deviation 6,56 6,02 

Gestational Age* 

Mínimum-Maximum 6,0-20,0 6,6-20,0 

0,82 Mean 13,78 14,00 

Standard-deviation 4,18 5,00 

1st trimester (< 14 weeks) 32 (53,3%) 15 (45,5%) 
0,52¥ 

2nd trimester (14-20 weeks) 28 (46,7%) 18 (54,5%) 

BMI* 

Mínimum-Maximum 25,0-43,0 25,0-39,1 

0,17 Mean 29,01 30,24 

Standard-deviation 4,14 4,07 

Pre-obese (BMI 25-29.9) 40 (66,7%) 17 (51,5%) 
0,18¥ 

Obese (BMI > 30) 20 (33,3%) 16 (48,5%) 

Race† 

White 17 (27,4%) 11 (33,4%) 

0,97 

Mulato 27 (45,0%) 14 (42,4%) 

Black 13 (12,7%) 6 (18,2%) 

Indigenous 2 (3,3%) 1 (3,0%) 

Asian 1 (1,6%) 1 (3,0%) 

Smoking† 
Yes 5 (8,3%) 7 (21,2%) 

0,11 
No 55 (91,7%) 26 (78,8%) 

Parity† 

0 22 (36,7%) 11 (33,3%) 

0,16 1 25 (41,7%) 9 (27,3%) 

2 or + 13 (21,6%) 13 (39,4%) 

GDM: gestational Diabetes Mellitus, *BMI pre gestational *Student´s t test  †Chi-Square test ¥Fisher´s test 

** p<0,05 

 

 

 

 

 

 

 



Anexos  109 

 

Table 2. Adipokine concentrations in overweight women with and without early-onset gestational diabetes.  

 
1st Trimester 2nd Trimester < 20 semanas 

Healthy GDM P Healthy GDM P Healthy GDM P 

Adiponectin 

(ng/mL) 

Pre-obese 

(BMI 25-

29,9) 

N 17 7 

0,17 

22 10 

0,009* 

39 17 

0,32 Median 2597 3259 2739 1751 2677 2372 

DP 939,3 1282 969,1 817,9 946,3 1256 

Obese         

(BMI > 30) 

N 14 8 

0,13 

5 7 

0,008* 

19 15 

0,008* Median 2719 2103 3721 2109 2982 2106 

SD 732,2 1082 914,7 783,5 882,5 921,2 

Overweight 

(BMI > 25) 

N 31 15 

0,97 

27 17 

0,001 

58 32 

0,02* Median 2652 2642 2921 1898 2777 2247 

SD 840,6 1283 1019 799,6 929,4 1103 

Leptin 

(pg/mL) 

Pre-obese 

(BMI 25-

29,9) 

N 15 7 

0,92 

21 10 

0,86 

36 17 

0,84 Median 38987 38153 32083 31037 34960 33967 

SD 20229 9657 15155 15067 17517 13255 

Obese         

(BMI > 30) 

N 13 8 

0,24 

5 8 

0,06 

19 16 

0,55 Median 57571 48448 46370 68441 54623 58444 

SD 18824 12381 13686 20584 17978 19387 

Overweight 

(BMI > 25) 

N 32 15 

0,55 

26 17 

0,01* 

60 32 

0,28 Median 48028 43644 34831 50319 42527 47190 

SD 27269 12036 15706 23802 19996 19217 

Resistin 

(pg/mL) 

Pre-obese 

(BMI 25-

29,9) 

N 17 7 

0,77 

21 10 

0,61 

38 17 

0,53 Median 12647 13214 14367 15513 13597 14566 

SD 3951 5022 5491 6660 4879 5981 

Obese         

(BMI > 30) 

N 13 8 

0,25 

5 8 

0,87 

18 16 

0,42 Median 11980 14776 13598 13052 12429 13914 

SD 4801 5830 6135 5584 5067 5586 

Overweight 

(BMI > 25) 

N 32 15 

0,15 

27 18 

0,75 

56 33 

0,37 Median 11765 14047 13851 14420 13222 14250 

SD 4747 5334 5721 6157 4925 5711 

test t de Student *p<0,05 SD= Standard Deviation 
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Table 3.  Genotype and Allele Frequencies of Adiponectin  -4522 C/T, Leptin -2548 G/A, Resistin -420C/G, 

Ghrelin Leu72Met and Visfatin -3186C⁄T, Allelic Variants in overweight women with and without gestational 

diabetes  

Adiponectin  -4522C/T   

(rs822393) 

Healthy (BMI≥25) 

N=52 

GDM (BMI≥25) 

N=29 
P value 

Genotypes 

CC 17 (33,0%) 12 (41,0%) 

NS* CT 29 (56,0%) 16 (55,0%) 

TT 06 (12,0%) 01 (3,0%) 

Alelles 
C 63 (61,0%) 40 (69,0%) 

NS** 
T 41 (39,0%) 18 (31,0%) 

Leptin    -2548G/A 

(rs7799039) 

Healthy (BMI≥25) 

N=55 

GDM (BMI≥25) 

N=26 
P value 

Genotypes 

AA 27 (49,0%) 09 (35,0%) 

0,03* ¥ GA 26 (47,0%) 10 (38,0%) 

GG 02 (4,0%) 07 (27,0%) 

Alelles 
A 80 (73,0%) 28 (54,0%) 

0,02** ¥ 
G 30 (27,0%) 24 (46,0%) 

Resistin  -420C/G 

(rs1862513) 

Healthy (BMI≥25) 

N=54 

GDM (BMI≥25) 

N=28 
P value 

Genotypes 

CC 26 (48,0%) 15 (54,0%) 

NS* CG 25 (46,0%) 12 (43,0%) 

GG 03 (6,0%) 01 (4,0%) 

Alelles 
C 77 (71,0%) 42 (75,0%) 

NS** 
G 31 (29,0%) 14 (25,0%) 

Ghrelin  Leu72Met 

(rs696217) 

Healthy (BMI≥25) 

N=56 

GDM (BMI≥25) 

N=28 
P value 

Genotypes 

AA 01 (1,8%) 00 (0,0%) 

NS* CA 05 (8,9%) 04 (14,0%) 

CC 50 (89,3%) 24 (86,0%) 

Alelles 
A 7 (6,0%) 04 (7,0%) 

NS** 
C 105 (94,0%) 52 (93,0%) 

Visfatin -3186C⁄T 

(rs11977021) 

 

Healthy (BMI≥25) 

N=56 

GDM (BMI≥25) 

N=27 
P value 

Genotypes 

CC 30 (54,0%) 16 (59,0%) 

NS* CT 23 (41,0%) 11 (41,0%) 

TT 03 (5,0%) 00 (0,0%) 

Alelles 
C 74 (75,0%) 80 (78,5%) 

NS** 
T 26 (25,0%) 20 (21,5%) 

NS- Not significant; BMI, body mass index; GDM, Gestational diabetes mellitus; All data presented as number 

(percentage); 

*Chi-Square test;  ** Fisher’s exact test; ¥ * Bonferroni Correction, p<0,05. 
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Figure 1. 
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Fig.1 Boxplots representing the serum levels of adiponectin, leptin and adiponectin/leptin ratio  in overweight 

pregnant women healthy and with gestational diabetes mellitus GDM; 

* Student´s t-test 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p=0,01* 

p=0,03* 

p=0,02* 
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Figure 2. 
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Fig.2 Boxplots representing the serum levels of resistin, ghrelin and visfatin in overweight pregnant women healthy 

and with gestational diabetes mellitus GDM; 

* Student´s t-test 

 

Discussion: 

 

 This study collected and analyzed blood samples of overweight 

women in up to 20 weeks of pregnancy. We found that women with early 

onset GDM had significantly lower adiponectin levels and 

adiponectin/leptin ratio than women with healthy pregnancies. Women 

between 14-20 weeks gestation who developed early-onset GDM also had 

significantly higher leptin levels than healthy control women at the same 

gestational age. Finally, we found an association between -2548 G/A 

Leptin gene polymorphism and early-onset GDM.  

p=0,37* p=0,63* 

p=0,39* 
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To the best of our knowledge there is no previous data on adipokines and 

adipokines genepolymorphisms in exclusively early-onset GDM.  

Other investigators have reported lower first trimester adiponectin levels in 

women who subsequently developed GDM after 24 weeks 
(8, 10, 48, 49)

. 

However, these studies did not report on women with early-onset GDM, 

nor do they analyze exclusively overweight participants.  

Evaluation of serum leptin in GDM has also led to conflicting results. In 

accordance with our findings, several investigators have also reported 

increased leptin levels in women with GDM diagnosed in the 2
nd

 half of 

pregnancy  
(21, 34, 38, 50)

. 

  Xue-Lian G et al. (2008)
(50)

 reported lower adiponectin and higher 

leptin serum levels in 22 normal weight Chinese women between 14 and 20 

weeks´ gestation who were diagnosed with GDM after 24 weeks.  Maple-

Brown et al (2012) 
(51)

 evaluated  817 women during pregnancy (29-30 

weeks)  and observed that serum leptin levels are associated with the pre-

pregnancy BMI, but not with the degree of glucose tolerance.  

Few studies have evaluated inflammatory gene polymorphisms in GDM 

(39)
. 

Our results suggest an association between 2548 G / A leptin  gene 

polymorphism and early-onset GDM, with a lower frequency of GG 

genotype in the diabetic group Vasku et al. (2006) 
(35)

 analyzed the same 

variant of the leptin gene in patients with GDM (diagnosed  after 24 weeks) 

and found lower frequency of genotype GG in GDM. This apparent 

discrepancy may be attributed to the fact that all our participants were 

overweight compared to his participants. Indeed, this polymorphism seems 

to be related to obesity, as reported by a study performed by Mammes et al. 

(2000) 
(52)

 who found an association between the GG genotype with 

obesity, associated with decreased leptin production. Our results are in 



Anexos  114 

 

agreement with this finding, since we detected  less G allele and more 

leptin in overweight patients who developed early onset GDM. 

We did not find association between 4522 C/T (rs822393) adiponectin gene 

polymorphism and early-onset GDM.  Up to the moment, this was the first 

study that evaluated this SNP, but other variants related to adiponectin gene 

have been evaluated 
(36, 37, 40, 41)

. Only two of them, Liang Z et al (2010) 
(40)

 

and Low CF et al (2011) 
(37)

 showed a positive result. These authors 

observed that 1377 CG and 45 TG respectively polymorphism was 

associated with GDM in an Asiatic population. 

  In accordance to our findings, the only other study that investigated the 

Leu72Met (rs696217) ghrelin polymorphism in GDM patients did not find 

an association between this SNP and GDM diagnosed after 24 weeks. 

To the best of our knowledge, this is the first study to evaluate this panel of 

cytokines and gene polymorphisms in women with early-onset GDM. 

Lopes et al. included several adipokines, and assessed only late-onset of 

DMG, but contrasting with our study, selected cases of late onset. Despite 

the clinical differences the results of the two studies were consistent, 

suggesting that adiponectin and leptin are associated with GDM 

independent of the severity of the case.  

These results need to be confirmed in a larger population and in different 

ethnical groups 

The limitations of our study are that we only analyzed peripheral blood 

samples; the small number  of women with early-onset GDM, the limited 

panel of adipokines and SNPs,and that we did not study these 

adipokines/SNPs in women who developed GDM later in pregnancy.  

  Additional studies in overweight women with early-onset GDM are 

needed to clarify the similarities and differences in this group of patients 
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compared with women who have normal pregnancies as well as those who 

develop GDM later in in pregnancy.  
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