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Resumo

A troponina T cardiaca ultrassensivel (cTnT-us) € um biomarcador bem
estabelecido de lesdo miocardica. Embora a hiperglicemia esteja associada ao
estresse miocardico subclinico, pouco se sabe sobre a dinamica da cTnT-us
durante a gestacdo, especialmente em mulheres com diabetes mellitus
gestacional (DMG). Este estudo investigou as variagdes longitudinais das
concentragdes de cTnT-us em gestantes com e sem DMG. Neste estudo de
coorte prospectivo e observacional, foram incluidas 97 gestantes (56 com DMG
e 41 controles) recrutadas entre julho de 2021 e dezembro de 2023. Os niveis
de cTnT-us , perfis glicémico e lipidico e parametros clinicos foram avaliados
em trés momentos: TO (24-28 semanas de gestacéo), T1 (= 34 semanas) e T2
(3-6 meses pos-parto). A cTnT-us foi quantificada por imunoensaio de
eletroquimioluminescéncia. Os dados foram analisados por modelos
longitudinais de regressao quantilica mista nos quantis 0,05, 0,50 e 0,95. Das
97 participantes, 73 completaram o seguimento. Os niveis de cTnT-us
aumentaram significativamente ao longo do tempo em mulheres com valores
basais mais elevados (quantil superior) durante a gestagédo e no pos-parto (1 =
095, B = 169 x 10 ; p = 0.00002). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos niveis de cTnT-us entre os grupos DMG e
controle. A hemoglobina glicada apresentou associagao positiva consistente,
embora ndo significativa, com cTnT-us em todos os quantis. Em mulheres com
concentracdes basais mais altas de troponina, os niveis de hs-TnT aumentam
ao longo da gestacdo e permanecem elevados no pés-parto,
independentemente do diagndéstico de DMG. A auséncia de diferengas entre os
grupos pode refletir um adequado controle glicémico na coorte com DMG.
Esses achados sugerem o potencial da hs-TnT como biomarcador de lesdo

cardiaca precoce durante a gestagao.

Abstract

High-sensitivity cardiac troponin T (hs-TnT) is a well-established biomarker of
myocardial injury. While hyperglycemia is associated with subclinical myocardial
stress, little is known about hs-TnT dynamics during pregnancy, particularly in
women with gestational diabetes mellitus (GDM). We investigated the

longitudinal concentration changes in hs-TnT levels in pregnant women with



and without GDM. In this prospective observational cohort study, we included
97 pregnant women (56 with GDM and 41 controls) recruited between July
2021 and December 2023. Hs-TnT levels, glycemic and lipid profiles, and
clinical parameters were measured at three timepoints: TO (24-28 gestational
weeks), T1 (= 34 weeks), and T2 (3-6 months postpartum). Hs-TnT levels were
detected by an electrochemiluminescence immunoassay. Data was analyzed
with longitudinal quantile mixed models at the 0.05, 0.50, and 0.95 quantiles. Of
the 97 participants, 73 completed follow-up. Hs-TnT levels increased
significantly over time in women with higher baseline hs-TnT (upper quantile)
during pregnancy and postpartum (1 = 0.95; B = 1.69 x 10- ; p = 0.00002). No
statistically significant differences in hs-TnT levels were observed between the
GDM and control groups. Glycated hemoglobin showed a consistent, although
non-significant, positive association with hs-TnT across all quantiles. In patients
with high baseline troponin concentrations, hs-TnT levels rise throughout
gestation and persist postpartum, regardless of GDM diagnosis. The absence of
group differences may reflect effective glycemic control in the GDM cohort.
These findings highlight the potential role of hs-TnT as a biomarker of early

cardiac damage in pregnancy.



1 INTRODUGCAO
1.1 Troponinas cardiacas

As troponinas cardiacas sao proteinas fundamentais para a fungado muscular
do coragao, desempenhando um papel crucial na contracdo do miocardio. Elas
constituem o complexo de troponina que € composto por trés proteinas: troponinas C,
| e T. Essas proteinas regulam a interagdo entre actina e miosina nas miofibrilas e sdo
0s principais componentes responsaveis pela contracdo muscular. Cada troponina
tem sua especificidade e fungdo na contragdo do tecido muscular cardiaco. A
Troponina C (TnC) se liga ao calcio, provocando uma alteragao estrutural que facilita
a interagéo entre actina e miosina, resultando na contragdo muscular. A Troponina |
(Tnl) atua como inibidora da interagé&o entre actina e miosina em repouso, liberando
essa inibicdo na presencga de calcio. A Troponina T (TnT) estabiliza a tropomiosina e
coordena a fungdo do complexo de troponina. A agao conjunta dessas troponinas
permite que o coragao se contraia de forma eficaz em resposta aos sinais do sistema
nervoso, controlando a frequéncia e a forgca dos batimentos cardiacos'2345,

A utilizagédo das troponinas cardiacas (cTn — do inglés cardiac troponin) como
biomarcadores comegou na década de 19508, mas foi nos anos 90 que a cTn tornou-
se 0 exame de escolha para demonstrar injuria miocardica, atualmente considerada o
biomarcador padrédo-ouro para o diagnostico do infarto agudo do miocardio (IAM)"57.

Com o0s avangos tecnoldgicos, especialmente nas de técnicas de
eletroquimioluminescéncia, os imunoensaios para deteccdo de cTn no sangue
aumentaram em sensibilidade, possibilitando a deteccdo de concentragcdes muito
baixas, inclusive em pessoas consideradas saudaveis. Esses imunoensaios mais
recentes sdo chamados de ultrassensiveis®. Para ser considerado ultrassensivel, um
teste precisa apresentar coeficiente de variagao inferior a 10% no percentil 99 (p99) e
a concentracdo do biomarcador deve estar acima do limite de deteccdo em mais de
50% dos individuos saudaveis®. A implementacédo de testes de alta sensibilidade
aumentou a detecgédo da TnT na populagao geral de 0,7%, com testes convencionais,
para 25% (limite de detecgdo = 0,003 ng/ml)'°. Para o diagndstico de IAM, considera-
se que a cTn esteja acima do p99 do valor de referéncia 8.

Sabe-se que as cTn sao proteinas especificas de células miocardicas e sua

liberagdo na corrente sanguinea ocorre devido a injuria miocardica, seja de instalagao



aguda ou de curso mais crénico. A injuria miocardica pode ocorrer por diversas causas
além da classica isquemia miocardica, como lesdo celular direta (em doencgas
cardiacas infiltrativas e uso de quimioterapicos), aumento do estresse de parede
ventricular (na hipertensdo arterial sistémica e insuficiéncia cardiaca), produgao
excessiva de catecolaminas apds acidente vascular cerebral e em insuficiéncia renal
cronica. Entretanto, é necessaria a ocorréncia de morte celular para que haja liberagéo
e consequente detecgdo de cTn no sangue’.

Atualmente, os testes ultrassensiveis conseguem mensurar cTn oriunda de
areas muito pequenas de necrose dos cardiomidcitos'?, as quais tém sido detectadas
com valores abaixo do p99 em individuos assintomaticos e considerados
saudaveis'®'415, Uma metandlise com dados de 154.052 participantes evidenciou
presencga de cTn detectavel em 80% de pessoas saudaveis, o que foi associado a um

aumento de 43% no risco cardiovascular nessa populagéo.

1.2 Troponina e risco cardiovascular

A presencga de cTn circulante, com valores abaixo do p99 e detectada por testes
de alta sensibilidade, mostrou forte associacdo com doencgas estruturais cardiacas,
aumento da mortalidade por todas as causas e aumento do risco cardiovascular na
populagao®10.13.14,

A associagao entre diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e presenca de cTn circulante
em pacientes sem doenga arterial coronariana (DAC) estabelecida tem sido
destacada. Subanalise do Women’s Health Study com mulheres diabéticas revelou
que, mesmo valores pouco acima do limiar de detecgdo, se associaram a risco
aumentado de infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e morte
cardiovascular'®. Dados do The Atherosclerosis Risk in Communities Study (ARIC)
com 10.000 participantes sem DAC ou IC demonstraram correlagao entre niveis de
hemoglobina glicada (HbA1c) e cTnT, mesmo apds ajustes para fatores de risco
cardiovasculares, e restrita aos participantes com DM2'”. Dados adicionais dessa
coorte mostraram risco aumentado para o desenvolvimento de DM2 em individuos
sem diabetes ou doenga cardiovascular (DCV) conhecida. Esse maior risco ocorreu
no grupo com com cTnT-us entre 9 e 13 ng/L (HR 1,14, IC 95% 0,99-1,33) ou =214
ng/L (HR 1,25, IC 95% 1,03-1,53), em comparagao com cTnT-us <5 ng/L'®. Ademais,
portadores de DM2 apresentaram incidéncia maior de cTnT-us alterada (>14 ng/L) em



comparagao com controle sem diabetes. Quando a analise foi realizada entre DM2
com e sem alteracdo da cTnT-us observou-se risco substancialmente maior de
desenvolver insuficiéncia cardiaca, doenca arterial coronariana e morte naqueles com
troponina alterada'®. As evidéncias tem sido replicadas e apontam a troponina
alterada como preditor independente de eventos clinicos cardiovasculares®.

Essas evidencias apoiam o possivel efeito deletério dos estados
hiperglicémicos sobre o miocardio?' e o DM2 como um importante fator de risco para
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, especialmente a doenca arterial
coronariana?®?. Esse risco é ainda mais acentuado quando ha associagdo com doencga
renal crénica, uma das principais complicacbées microvasculares do DM2, na qual
ocorre elevacado da cTn circulante, tanto pela diminuicdo de sua depuracdo quanto

pelo aumento de sua liberagdo miocardica?'-23.

1.3 Troponina em gestantes

Tem crescido, apesar de ainda escassos, dados de analise da cTn em
gestantes com diabetes e em sua prole. Mrkaic et al. analisaram troponina e outros
biomarcadores cardiacos em recém-nascidos de mulheres com diabetes mellitus
gestacional (DMG) ou pré-eclampsia (PE) e os compararam com controles saudaveis.
A cTnl coletada do sangue do cordao umbilical esteve elevada nos grupos das
gestantes com PE e DMG, sendo um dos marcadores mais sensiveis de injuria
miocardica fetal como consequéncia da hipodxia intrauterina*. Resultados de estudo
prospectivo mostraram maior concentracdo de cTnT no corddao umbilical de recém-
nascidos (RN) de mulheres com RN macrossémico, DM pré-gestacional e DMG. Os
niveis foram mais altos em gestantes com pior controle glicémico gestacional
[hemoglobina glicosilada (HbA1c) > 6,1%]%°. Da mesma forma, a cTnT pré-parto
mostrou-se mais elevada em gestantes com diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e DM2 e
em casos de DMG, comparados aos controles. Houve também correlagao positiva

entre cTnT e HbA1c no terceiro trimestre?6,

1.4 Diabetes mellitus gestacional

O DMG ¢ a alteragao metabdlica mais frequente na gravidez, com prevaléncia
global em torno de 14%27-28. Pode se manifestar em qualquer momento antes do parto

e é responsavel pela maioria das hiperglicemias durante a gestagdo (75-90%)?’. As



demais sao decorrentes do diagnostico de diabetes pré—gestacional (DM1 e DM2) ou
diabetes diagnosticados durante a gestagéo?’.

A partir do segundo trimestre gestacional, devido ao aumento dos horménios
placentarios — como lactogénio placentario, estrogénio, cortisol, progesterona,
prolactina, entre outros —, ocorre uma diminuicao da sensibilidade insulinica materna
para atender a demanda metabdlica do binbmio materno-fetal. Essa adaptacao
fisiologica se intensifica até o momento do parto, exigindo maior atividade pancreatica,
com maior liberacdo de insulina para manter a homeostase glicémica materna.
Situagdes especificas que aumentem essa resisténcia insulinica (como obesidade e
alguns farmacos) e/ou a presenga de disfungdo pancreatica pré-gestacional, com
reducdo da capacidade secretora basal, podem favorecer o desequilibrio metabdlico,
manifestando-se com a hiperglicemia leve caracteristica do DMG. A hiperglicemia
associada ao DMG néo atinge parametros para o diagnéstico de diabetes franco. Esse
quadro de hiperglicemia leve é transitorio e se resolve com a expulsédo da placenta
durante o parto?’. No entanto, mulheres que apresentaram DMG tém um risco de até
70% de desenvolver DM2, especialmente nos primeiros anos apos o parto,
frequentemente se manifestando antes dos 40 anos?7-2°3,

A relagédo entre DMG e o desenvolvimento futuro de DM2 é conhecida ha mais
de 50 anos e, nesse mesmo sentido, pesquisas recentes tém demonstrado uma
associacdo entre DCV e o antecedente de DMG, mesmo em mulheres que nao
desenvolveram DM2 ao longo dos anos apds o parto3'32,

O DMG tem sido apontado como um potencial marcador independente de
aterosclerose precoce, conforme demonstrado em estudo que avaliou a espessura da
camada meédio-intimal da carétida comum em mulheres que nao desenvolveram,
posteriormente, DM2 nem sindrome metabdlica (SM)3'. Uma analise retrospectiva de
dados de uma coorte com 89.479 mulheres mostrou uma associag¢ao entre DMG e o
desenvolvimento futuro de DCV (HR 1,43; IC 95% 1,12-1,81)%2.

Além disso, a chance de desenvolver sindrome metabdlica — um importante
fator de risco cardiovascular — apds um histérico de DMG aumenta
consideravelmente, tanto a curto (1 a 3 meses apods o parto) quanto a médio prazo (1
ano apds o parto)®°. Esses dados sdo corroborados por uma revisdo sistematica com

dados de 5.390.591 mulheres, na qual aquelas com historico de DMG apresentaram



o dobro do risco de eventos cardiovasculares futuros em comparagdo com controles
saudaveis (RR 1,98; IC 95% 1,57-2,50)%.

Aspectos fisiopatoldgicos atuais indicam que o DMG se apresenta como um
estado inflamatdério subclinico crénico, caracterizado por producdo anormal de
citocinas, mediadores inflamatorios, hipoadiponectinemia e disfungdo vascular
precoce. Essas evidéncias contemplam importantes indicadores de doenca
aterosclerédtica®3,

Os escores e calculadoras para estratificacdo de risco cardiovascular mais
utilizados na populacao geral (Atherosclerotic Cardiovascular Disease Score, Joint
British Societies for the Prevention of Cardiovascular Disease Score, Framingham 30-
Year Risk Score—Cardiovascular Disease) sdo inadequados para aplicagdo em
mulheres nos primeiros anos apds o parto34. Nesse contexto, considerando que
gestantes com DMG est&o sob risco elevado de DM2, SM e DCV, a mensuragao de
biomarcadores como a cTn pode ser considerada uma estratégia viavel para avaliagao

precoce de risco?®.



2 OBJETIVO

Avaliar a liberagao da troponina T ultrassensivel a partir do segundo trimestre

gestacional até o puerpério em mulheres com e sem diabetes mellitus gestacional.



3 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo clinico observacional, longitudinal e comparativo,
realizado com gestantes referenciadas ao Ambulatério de Gestagao de Alto Risco e
Medicina Fetal do Hospital Geral da Universidade de Caxias do Sul, que atende a
populacdo do sistema publico de saude da 5% Coordenadoria Regional de Saude do
Rio Grande do Sul. A populagédo do estudo foi composta por gestantes com e sem
diagndstico de diabetes mellitus gestacional (DMG), que foram rastreadas de acordo
com os critérios estabelecidos pelo Ministério da Saude®® e incluidas
consecutivamente apds atenderem aos critérios de elegibilidade.

Os critérios de exclusao utilizados para a selegcao da populagdo foram os
seguintes:

o Idade < 18 anos ou > 40 anos

« Diagnostico prévio de DM1 ou DM2, ou diagndstico realizado na gestagao atual

« Histdrico de doencgas cardiovasculares, incluindo doenga cerebrovascular, doenca
arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca ou aterosclerose manifesta

e Doencga renal crbnica, definida como taxa de filtragdo glomerular (TFG) < 60
ml/min/1,73 m?

o Alteracbes da funcdo hepatica, caracterizadas por elevagbes da alanina
aminotransferase (ALT) e/ou aspartato aminotransferse (AST) até trés vezes
acima do limite superior da normalidade

o Gravidez gemelar

« Malformagdes congénitas fetais confirmadas por ecografias obstétricas de rotina

e Incapacidade fisica ou mental que limite a compreensdo e/ou execug¢ao do
protocolo

« Recusa em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido

As gestantes foram classificadas em dois grupos comparativos: Grupo DMG,
composto por gestantes com diagnéstico de DMG, e o Grupo Controle, que incluiu
gestantes sem hiperglicemia.

Os dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais foram coletados em trés
tempos (T):

e TO0: no momento da incluséo, entre a 24 e a 282 semanas de gestagao

e T1: pré-parto, considerado a partir da 342 semana gestacional



e T2: pés-parto, entre 0 3° e 0 6° més apos o parto

Todas as gestantes foram acompanhadas pela equipe de saude responsavel
pelo seguimento do pré-natal, sem interferéncia dos pesquisadores.

As analises laboratoriais foram realizadas no laboratério do Hospital Geral, da
Universidade de Caxias do Sul, RS.

A troponina T ultrassensivel foi quantificada por meio do método de
eletroquimioluminescéncia, utilizando o “kit” Elecsys® Troponin T hs da Roche
Diagndstica, no analisador modular Cobas® do mesmo fabricante. O limite de
detecgdo no soro € de 0,003 ng/mL, enquanto o valor de referéncia € inferior a 0,014
ng/mL.

As variaveis Troponina T ultrassensivel (TnT-us), pressao arterial, hemoglobina
glicada (HbA1c), glicemia e insulinemia em jejum, calculo do indice de Homeostasis
Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-IR), colesterol total (CT), high-
density lipoprotein colesterol (cHDL), low-density lipoprotein colesterol (cLDL) e
triglicerideos (TG) foram obtidos nos trés tempos (T0, T1 e T2).

Dados epidemiolégicos, indice de massa corporal (IMC) pré-gestacional, indice

de proteina/creatinina (IPC) em amostra de urina, ALT e AST foram obtidos no TO.

3.1 Analise estatistica e tamanho amostral

O caélculo do tamanho amostral foi fundamentado em estudo com adultos
diabéticos, que evidenciou uma diferenca média de 0,004 ng/mL e um desvio padréao
de 0,007 ng/mL nos niveis de troponina entre os grupos com e sem diabetes®¢. Com
base nesses dados, o calculo amostral indicou a necessidade de 32 participantes em
cada grupo, considerando uma probabilidade de erro tipo beta de 0,1 e um nivel de
significancia (alfa) de 0,05.

A analise estatistica incluiu comparagdes entre os grupos utilizando o teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney para variaveis continuas e o teste do qui-quadrado de Person
para variaveis categoricas, sendo o valor de p considerado significante quando inferior
a 0,05.

Foi realizada uma modelagem estatistica por meio de regressao quantilica para
dados longitudinais, utilizando o pacote LQMM (Linear Quantile Mixed Models) da

linguagem R versao 4.5.0. A base de dados consistiu em observagdes seriadas de



TnT-us (mg/dL) coletadas em diferentes tempos, sendo cada paciente identificado
pela variavel “numero”. A variavel de exposicao de interesse foi a presenga de DMG.
As observagdes foram organizadas em formato longitudinal, com multiplas linhas por
paciente, correspondendo a diferentes tempos de coleta. A analise foi conduzida com
0 uso do pacote Igmm, que permite o ajuste de modelos lineares quantilicos mistos
com interceptos aleatérios. Trés quantis foram analisados: t = 0,05 (baixo percentil),
= 0,50 (mediana) e T = 0,95 (alto percentil). Foram avaliados os efeitos das covariaveis
HbA1c, HOMA-IR e IMC pré-gestcional sobre os niveis mais baixos, medianos e mais
elevados da TnT-us. A variavel aleatdria foi modelada como funcéo do tempo de coleta

(T) com agrupamento por numero identificador da paciente (numero).

3.2 Aspectos éticos

As gestantes foram convidadas a participar voluntariamente do estudo,
receberam informagdes detalhadas sobre os objetivos da pesquisa, bem como os
potenciais riscos e beneficios envolvidos.

A inclusao das participantes ocorreu somente apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Conselho Cientifico
e Editorial do Hospital Geral de Caxias do Sul, conforme parecer emitido em 25 de
maio de 2020, e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Caxias do Sul

sob o0 numero de parecer 4.326.719.
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4 RESULTADOS

No periodo do recrutamento de julho de 2021 a dezembro de 2023 foram
selecionadas 115 gestantes que atendiam os critérios de elegibilidade. Destas, 18 se
recusaram ou nao retornaram para seguimento, resultando em 97 gestantes incluidas.

A Figura 1 mostra o fluxograma da populag¢ao do estudo.

gestantes
N=115

Perdas (18):
- 5 recusas
- 13 nao retornaram para inclusao

gestantes incluidas

n=97
DMG Controle
n=56 n=41
Perdas (17): Perdas (7):
- partos prematuros (7), - partos prematuros (2)
- interromperam o - morte fetal (1) |
seguimento(10) - interromperam o seguimento
(4)
DMG Controle
n=39 n=34

Figura 1. Fluxograma das pacientes incluidas no estudo

As gestantes foram classificadas em dois grupos comparativos: Grupo DMG
(GDMG), composto por gestantes com diagndstico de DMG, e o grupo controle (GC),
sem hiperglicemia na gestagédo. Cinquenta e seis participantes foram alocadas no
GDMG € 41 no GC. De um total de 97 mulheres incluidas, 73 finalizaram a pesquisa.

Ocorreram 17 perdas no GDMG (7 por partos prematuros e 10 por perda de



11

seguimento) e sete no GC (1 morte fetal, 2 partos prematuros e 4 perdas de
seguimento).

Os tempos de coleta — TO, T1 e T2 — ocorreram, em média, na 262 semana
gestacional (desvio padrao [DP] 8,81 dias), 35 semana gestacional (DP +8,14 dias)
e no 4° més pos-parto (DP +26,3 dias), respectivamente. A Tabela 1 apresenta as

caracteristicas basais da populagéo geral, do grupo DMG (n = 39) e GC (n = 34).

Tabela 1. Caracteristicas epidemiolégicas, clinicas e laboratoriais basais da
populagao do estudo

CONTROLE

VARIAVEIS POPULAGAO N=73 =24 DMG n=39 p
Idade (anos) 31 [25-34] 29 [25-37] 33 [25-37] <0,01
Etnia

branca, n, % 44 [60,3%] 19 [55,8%] 25 [64,1%)] 049

outras, n, % 29 [39,7%)] 15 [44,2%] 14 [35,9%] ’
HAS, n, % 12 [16,4%] 2 [5,88%] 10 [25,6%] <0,01
L'gﬁn'gre'ge“acm"a" 28,6 [19,4-37,8] 26,5[19,1-33,9] 31,6 [21,5-41,7]  <0,01
IPC (mg/mg) 0,11 [0,04-0,17] 0,1[0,04-0,16]  0,11[0,05-0,18] 0,48
HbA1c (%) 4,9 [4,4-5,4] 4,8 [4,4-5,2] 5,0 [4,4-5,6] 0,01
HOMA-IR 2,70 [0.96-44,4] 2,43[0,63-4,23] 2,74 [0,89-4,59] 0,84
CT (mgldL) 210 [162-259] 217 [165-269] 208 [164-252] 0,58
TG (mg/dL) 190 [102-278] 221 [140-302] 180 [109-252] 0,04
cHDL (mg/dL) 61 [45-77] 59 [41-77] 65 [47-83] 0,3
cLDL (mg/dL) 107 [57-157] 111 [52-170] 106 [70-142] 0,97

HAS: hipertensao arterial sistémica; IMC: indice de massa corporal; IPC: indice proteina/creatinina em
amostra de urina; HbA1c: hemoglobina glicada; HOMA-IR: indice de homeostatic model assessment;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos; cHDL.: lipoproteina de alta densidade; cLDL.: lipoproteina de baixa
densidade.

A mediana de idade mostrou diferenca estatistica na comparacéo entre GC e
GDMG (29 vs. 33, respectivamente, p<0,01). A etnia branca predominou na populagéo
(60,3%) e mostrou distribuigdo equilibrada entre os grupos (p = 0,49). A prevaléncia
de HAS foi significativamente maior no GDMG (25,6%) em comparagédo ao GC
(5,88%), com p <0,01. O IMC pré-gestacional mediano foi significativamente maior no
GDMG comparado ao GC (31,6 vs. 26,5, respectivamente <0,01), assim como a
HbA1c (5,0% vs 4,8%, respectivamente = 0,01). O TG mostrou mediana ligeiramente
maior no GC (221) comparado ao GDMG (180), com p = 0,04.

O IPC (p=0,48), CT (p=0,58), cHDL (p=0,3) e cLDL (p=0,97) ndo mostraram

diferencgas significativas entre os grupos em TO.
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4.1 Analise do modelo para o quantil inferior da troponina T (t = 0,05)

A Tabela 2 apresenta os coeficientes estimados, erros-padrao, intervalos de

confianca e valores de p para o quantil inferior da distribuicdo da TnT-us.

Tabela 2. Resultados da regressao quantilica mista para t = 0,05 (quantil inferior

da troponina T)

.. Coeficiente Erro- IC 95% IC 95% Valor de
Variavel ~ ! .
B Padrao Inferior Superior o]
Intercepto -0,005666 0,003485 -0,012669 0,0013 0,110
Tempo -9,37e-06 0,000005 -1,89e-05 0,0000 0,053
(dias)

DMG 0,000313 0,000459 -0,000608 0,0012 0,498

HbA1C 0,001422 0,000857 -0,000299 0,0031 0,103

HOMA-IR 1,41e-05 0,000109 -0,000205 0,0002 0,898

IMC 7,24e-06 0,000041 -0,000075 0,0001 0,861

DMG: Diabetes Mellitus Gestacional; HbA1c: hemoglobina glicada; HOMA-IR: indice de homeostatic
model assessment; IMC: indice de massa corporal.

Os resultados indicam que o tempo (T) mostrou uma associagao
marginalmente significativa com os niveis mais baixos de TnT-us (B =-9,37 x 107% p
= 0,0537), sugerindo uma leve tendéncia a redugéo dos valores minimos de TnT-us
conforme o progresso dos periodos de gestacdo (TO, T1) e no puerpério (T2).
Nenhuma das outras variaveis analisadas - DMG, HbA1C, HOMA-IR, IMC -
apresentou significancia estatistica nesse quantil, embora a HbA1c tenha mostrado
uma tendéncia positiva discreta (p = 0,00142; p = 0,103) ao longo dos periodos. Além
disso, a andlise nao revelou diferengcas estatisticamente significativas no
comportamento da TnT-us entre os grupos GC e GDMG (3 = 0,000313; p = 0,498).

4.2 Analise do modelo para o quantil mediano da troponina T (t = 0,5)

A Tabela 3 apresenta os coeficientes estimados, erros-padréo, intervalos de
confianga e valores de p para o quantil mediano da distribuigdo de TnT-us (t = 0,5).
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Tabela 3. Resultados da regressao quantilica mista para Tt = 0,5 (mediana da

troponina T)

Variavel Coeficiente B | Erro-Padrao | IC 95% Inferior | IC 95% Superior | Valor de p

Intercepto -0,005665 0,003485 -0,012668 0,0013 0,111
Tempo (dias) 1,63e-06 0,000003 -4,18e-06 0,0000 0,575
DMG 0,000315 0,000459 -0,000606 0,0012 0,495
HbA1C 0,001429 0,000857 -0,000293 0,0032 0,102
HOMA-IR 1,76e-05 0,000109 -0,000202 0,0002 0,873
IMC 5,11e-05 0,000038 -2,56e-05 0,0001 0,187

DMG: Diabetes Mellitus Gestacional; HbA1c: hemoglobina glicada; HOMA-IR: indice de homeostatic
model assessment; IMC: indice de massa corporal.

Nenhuma das variaveis analisadas — T, DMG, HbA1C, HOMA-IR e IMC —
demonstrou significancia estatistica, embora tenham sido observadas tendéncias
similares as registradas no quantil 0,05. Apesar de resultado ndo significativo, a
variavel T indicou uma associagao positiva com os valores de TnT-us (8 = 1,63 x 107¢;
p = 0,575). Adicionalmente, os valores medianos da TnT-us permaneceram estaveis
entre os GDMG e GC (8 = 0,000315; p = 0,495). J4 a HbA1c revelou uma tendéncia
de aumento (B = 0,00143; p = 0,102), sugerindo uma possivel contribuicdo para o

incremento gradual dos niveis de TnT-us em intervalos intermediarios.

4.3 Analise do modelo para o quantil superior da troponina T (t = 0,95)

A Tabela 4 apresenta os coeficientes estimados, erros-padréo, intervalos de
confianga e valores de p para o quantil superior da distribuicdo de TnT-us (t = 0,95).

Tabela 4. Resultados da regressao quantilica mista para t = 0,95 (quantil

superior da troponina T)

IC 95% IC 95%
Variavel Coeficiente B | Erro-Padrao Valor de p
Inferior Superior
Intercepto -0,005665 0,003485 -0,012668 0,0013 0,111
Tempo (dias) 1,69e-05 0,000004 9,64e-06 0,0000 0,00002

DMG 0,000315 0,000459 -0,000607 0,0012 0,495
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HbA1C 0,001429 0,000857 -0,000293 0,0032 0,102
HOMA-IR 1,79e-05 0,000110 -0,000203 0,0002 0,872
IMC 5,32e-05 0,000039 -2,56e-05 0,0001 0,181

DMG: Diabetes Mellitus Gestacional; HbA1c: hemoglobina glicada; HOMA-IR: indice de homeostatic

model assessment; IMC: indice de massa corporal.

A variavel T apresentou associagéo estatisticamente significativa com os niveis
mais elevados de TnT-us (B = 1,69 x 107%; p = 0,00002). As demais variaveis — DMG,
HbA1C, HOMA-IR e IMC — ndo mostraram significancia estatistica, embora a HbA1c
tenha novamente evidenciado uma tendéncia positiva (B = 0,00143; p = 0,102),
indicando consisténcia no padrao observado nos quantis inferiores.

A Figura 2 ilustra em grafico com barras de erro (IC 95%) a estimativa do efeito
do Tempo, expresso em dias, sobre os niveis de TnT-us na populagao geral, avaliada
por regressao quantilica linear mista (LQMM) nos quantis 0,05, 0,5 e 0,95 da
distribuicdo da troponina. Nos quantis extremos, especialmente no superior (0,95), a
variavel T apresenta um efeito positivo e estatisticamente significante, refletido pelo
coeficiente elevado (8 = 0,0133) e pelo intervalo de confianga que nao cruza a linha
de nulidade. Em contraste, nos quantis inferior (0,05) e mediano (0,5), os coeficientes
estimados séo proximos de zero, com intervalos de confianga amplos que abrangem
valores negativos e positivos, indicando auséncia de associagdo robusta nesses

niveis.

Figura 2. Efeito do tempo na troponina T ultrassensivel. Intervalos de confianga de

95% por quantil, utilizando o modelo LQMM ajustado com a variavel aleatéria tempo.

0.02

Coeficiente estimado

-0.01

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Quantil da distribuig&o da troponina
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A Figura 3 mostra em grafico o efeito das variaveis sobre a TnT-us por quantil.
As variaveis presengca de DMG, HbA1c, HOMA-IR, IMC pré-gestacional e T, nos trés
quantis de distribuicdo da TnT-us mostraram diferencas sutis ao longo da distribuigcéo.
A HbA1C mostrou um coeficiente positivo consistente em todos os quantis, sugerindo
uma relacéo linear estavel com os niveis de TnT-us, independentemente do ponto da
distribuicao avaliado. No entanto, os valores permaneceram proximos e constantes,
indicando baixa variabilidade do efeito. O tempo apresentou comportamento
ascendente nos quantis superiores, sugerindo maior influéncia nos niveis mais altos
de TnT-us, embora o coeficiente ainda se mantenha pequeno. Por outro lado, as
variaveis GDMG, HOMA-IR e IMC pré-gestacional mantiveram coeficientes positivos
baixos e praticamente constantes ao longo dos quantis, sugerindo um efeito

homogéneo e provavelmente nao significativo.

Figura 3. Efeito das variaveis sobre a troponina T ultrassensivel por
quantil

0.0015

0.0010

Variavel
Diabéticas
HbA1C

=& HOMA-IR

=8= |MC pré-gestacéo

Coeficiente Estimado

Tempo (dias)
0.0005

0.0000 - - - - EEE——————— e . ____

0.25 0.50 0.75
Quantil

A Figura 4 representa graficamente a analise de um modelo de regresséao
quantilica linear mista (LQMM) ajustado para trés quantis de distribuicao. Foi realizada
uma predicdo dos niveis de TnT-us em gestantes com e sem DMG ao longo dos
tempos analisados (TO, T1, T2). A analise longitudinal mostrou comportamento

divergente da TnT-us nos quantis extremos, com redugdo ainda maior nos niveis
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basais mais baixos (quantil inferior) e aumento nos niveis basais mais elevados

(quantil superior) de troponina.

Figura 4. Evolugao suavizada da troponina T ultrassensivel por tempo
Modelo LQMM ajustado com LOESS para quantis 0,05; 0,5; 0,95.

Quantil
12005
— 1=050
- 12085

0.004

Troponina predita

200 250 300 350 400 450
Tempo (dias)

O grafico da Figura 5 mostra a evolugédo predita dos niveis de TnT-us nos
GDMG e GC ao longo dos tempos, para os quantis 0,05, 0,5 e 0,95 do modelo LQMM,
complementado por curvas de suavizagdo LOESS e com intervalos de confianga de
95%. No GDMG, os niveis preditos de TnT-us tendem a ser discretamente mais
elevados em todos os quantis, com maior divergéncia visivel no quantil superior (0,95).
As curvas LOESS, paralelas as predicbes do modelo, reforcam a robustez da
tendéncia observada, especialmente a partir do 2° trimestre gestacional (183 dias),
quando ha maior elevagao da troponina no GDMG. Nos quantis inferiores (0,05), os
valores mantém-se baixos e relativamente constantes, com sobreposicdo entre os

grupos.
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Figura 5. Troponina predita por tempo.
Modelos para quantis 0,05, 0,5 € 0.95.
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Abstract

High-sensitivity cardiac troponin T (hs-TnT) is a well-established biomarker of
myocardial injury. While hyperglycemia is associated with subclinical myocardial
stress, little is known about hs-TnT dynamics during pregnancy, particularly in women
with gestational diabetes mellitus (GDM). We investigated the longitudinal
concentration changes in hs-TnT levels in pregnant women with and without GDM. In
this prospective observational cohort study, we included 97 pregnant women (56 with
GDM and 41 controls) recruited between July 2021 and December 2023. Hs-TnT
levels, glycemic and lipid profiles, and clinical parameters were measured at three
timepoints: TO (24-28 gestational weeks), T1 (= 34 weeks), and T2 (3—6 months
postpartum). Hs-TnT levels were detected by an electrochemiluminescence
immunoassay. Data was analyzed with longitudinal quantile mixed models at the 0.05,
0.50, and 0.95 quantiles. Of the 97 participants, 73 completed follow-up. Hs-TnT levels
increased significantly over time in women with higher baseline hs-TnT (upper
quantile) during pregnancy and postpartum (1 = 0.95; B = 1.69 x 10°; p = 0.00002). No
statistically significant differences in hs-TnT levels were observed between the GDM
and control groups. Glycated hemoglobin showed a consistent, although non-
significant, positive association with hs-TnT across all quantiles. In patients with high
baseline troponin concentrations, hs-TnT levels rise throughout gestation and persist
postpartum, regardless of GDM diagnosis. The absence of group differences may
reflect effective glycemic control in the GDM cohort. These findings highlight the

potential role of hs-TnT as a biomarker of early cardiac damage in pregnancy.
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Introduction

Cardiac troponins (cTn) are proteins specific to myocardial cells, released into
the bloodstream as a result of myocardial injury, whether acute or chronic -3, High-
sensitivity troponins (hs-Tns) are currently considered the gold-standard biomarkers
for detecting myocardial injury ['561. Modern high-sensitivity immunoassays allow for
the detection of very low cTn concentrations, enabling cTn measurements even in
asymptomatic and apparently healthy individuals ["-°l. However, even slight elevations
have been associated with increased cardiovascular risk and all-cause mortality 11,

CTn concentrations are higher in type 2 diabetes mellitus (T2DM) patients than
in controls, suggesting a deleterious effect of hyperglycemia on the myocardium ['>14],
In the Women’s Health Study cohort, detectable levels of cTn (= 0.003 pg/L) were
associated with cardiovascular disease (CVD) and death in women with T2DM without
known coronary artery disease ['9l. Moreover, elevated hs-cTn levels have been
observed in pregnant women with preeclampsia and diabetes ['6.17], Specifically, those
with hyperglycemia (gestational diabetes mellitus [GDM], type 1 diabetes mellitus
[T1DM], and T2DM), especially with poor glycemic control, have shown higher pre-
delivery cTnT levels than controls ['7].

Among hyperglycemic disorders during pregnancy, GDM is the most common
metabolic complication, characterized by mild and transient hyperglycemia ['819] that
usually resolves postpartum with placental delivery. GDM is a well-established risk
factor for the later development of T2DM, 2% and has been associated with increased
CVD risk, independent of T2DM progression [18.21-24],

Given the limited data on cardiac biomarkers in pregnant populations and the
increased GDM-associated cardiovascular risk, early identification of these cardiac
biomarkers appears as a promising strategy. Therefore, in this study, we evaluated
high-sensitivity troponin T (hs-TnT) release during pregnancy and postpartum in

women with and without GDM.
Materials and methods

This prospective, observational, longitudinal, and comparative study was
conducted with pregnant women referred to the High-Risk Pregnancy and Fetal

Medicine Clinic at the General Hospital of the University of Caxias do Sul, Rio Grande
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do Sul (RS), Brazil. The study was conducted between July 2021 and December 2023,
in accordance with the principles of the Declaration of Helsinki. Approval was obtained
from the hospital's Scientific and Editorial Board and the university’s Research Ethics
Committee (approval number: 4.326.719).

Women were screened for GDM according to the Brazilian Ministry of Health
criteria. Pregnant women with and without GDM were consecutively included.
Exclusion criteria were age < 18 or > 40 years, current or past diagnosis of T1DM or
T2DM, history of CVD (including cerebrovascular disease, coronary artery disease,
heart failure, or manifest atherosclerosis), chronic kidney disease (estimated
glomerular filtration rate < 60 mL/min/1.73 m?), liver dysfunction (alanine
aminotransferase [ALT] and/or aspartate aminotransferase [AST] > three times the
upper limit of normal), multiple pregnancy, fetal malformations, inability to understand
or follow the protocol, or refusal to sign informed consent.

Initially, a total of 115 eligible women were selected; 18 declined participation or
did not return for follow-up, resulting in 97 participants. Participants were classified into
two groups: the GDM (GDMG; n = 56) and the control (CG; n = 41) groups. Clinical,
epidemiological, and laboratory data were collected at three time points: TO (24-28
weeks), T1 (= 34 weeks), and T2 (3—6 months postpartum).

All prenatal care was provided by a multidisciplinary clinical team, independent
of the study investigators. Laboratory analyses were conducted in the hospital’s
laboratory. Hs-TnT levels were measured with an electrochemiluminescence assay
(Elecsys® Troponin T hs, Roche Diagnostics), with a detection limit of 0.003 ng/mL
and a reference value < 0.014 ng/mL.

Hs-TnT, blood pressure, glycated hemoglobin (HbA1c), fasting glucose, insulin,
HOMA-IR (homeostatic model assessment for insulin resistance), total cholesterol
(TC), high-density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LDL), and triglyceride
(TG) levels were measured at TO, T1, and T2. Epidemiological data, pre-pregnancy
body mass index (BMI), urine protein/creatinine ratio (UPCR), ALT, and AST levels
were collected at TO.

Statistical analyses and sample sizes were based on previous data showing a
mean troponin difference of 0.004 ng/mL (standard deviation [SD] = 0.007 ng/mL)
between adults with and without diabetes. A minimum of 32 participants per group was

required (power = 90%, a = 0.05).
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The Wilcoxon—-Mann—-Whitney U test was used for continuous variables, while
Pearson's chi-square test was applied for categorical variables. Statistical significance
was set at p < 0.05. A longitudinal quantile regression model (LQMM) was applied
using R version 4.5.0, with random intercepts by patient ID and estimating quantiles 1
=0.05, 0.5, and 0.95. Covariates included HbA1c, HOMA-IR, and pre-pregnancy BMI.

Results

Of the 97 women included in the study, 73 completed follow-up (17 lost in the
GDMG and seven in the CG). The mean timing of sample collection was as follows:
TO (26 weeks; SD + 8.81 days), T1 (35 weeks; SD * 8.14 days), and T2 (4 months
postpartum; SD £ 26.3 days).

The baseline characteristics of the population in the GDMG (n = 39) and in the
CG (n = 34) are described in Table 1.The median age was significantly higher in the
GDMG than in the CG (33 vs. 29 years, p < 0.01). White ethnicity was predominant
(60.3%), with no group differences. The GDMG had a higher prevalence of
hypertension (25.6% vs. 5.88%, p <0.01), pre-pregnancy BMI (31.6 vs. 26.5, p < 0.01),
and HbA1c levels (5.0% vs. 4.8%, p = 0.01). Interestingly, TG levels were higher in the
CG (221 vs. 180, p = 0.04). No significant differences were found in UPCR, TC, HDL,
or LDL levels.

Table 1. Baseline epidemiological, clinical, and laboratory characteristics of the study

population.

Variables Population (n = | CG (n = 34) GDMG (n =39) | p-value
73)

Age (years) 31 [25-34] 29 [25-37] 33 [25-37] <0.01
Ethnicity
White, n, % 44 [60.3%] 19 [55.8%] 25 [64.1%]
Others, n, % 29 [39.7%] 15 [44.2%] 14 [35.9%] 049
Hypertension, n, % 12 [16.4%] 2 [5.88%] 10 [25.6%] <0.01
Pre-gestational BMI, | 28.6 [19.4-37.8] 26.5[19.1-33.9] | 31.6 [21.5-41.7] | <0.01
(kg/m?)

Urinary protein/creatinine | 0.11 [0.04-0.17] 0.1 [0.04-0.16] 0.11[0.05-0.18] | 0.48
index (mg/mg)
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HbA1c (%) 49[4.4-54] 4.8[4.4-5.2] 5.0 [4.4-5.6] 0.01
HOMA-IR 2.70 [0.96-44 4] 2.43[0.63-4.23] | 2.74[0.89-4.59] | 0.84
Total cholesterol (mg/dL) 210 [162-259] 217 [165-269] 208 [164-252] 0.58
Triglycerides (mg/dL) 190 [102-278] 221 [140-302] 180 [109-252] 0.04
HDL-C (mg/dL) 61 [45-77] 59 [41-77] 65 [47-83] 0.30
LDL-C (mg/dL) 107 [57-157] 111 [52-170] 106 [70-142] 0.97

CG, control group; GDMG, gestational diabetes mellitus group; BMI, body mass index; HbA1c, glycated
hemoglobin; HOMA-IR, homeostatic model assessment for insulin resistance; HDL-C, high-density
lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol. Data are medians, Interquantile
ranges (IQR) and percentage. P-values were calculated using by Wilcoxon—Mann—-Whitney U test and

chi-square test.
Analysis of the model for the lower quantile of troponin T (r = 0.05)

Table 2 shows the estimated coefficients, standard errors, confidence intervals,
and p-values for the lower quantile of the hs-TnT distribution. The results indicate that
time exhibited a marginally significant association with the lowest hs-TnT levels (B = -
9.37 x 105, p = 0.0537), suggesting a slight tendency for minimal hs-TnT values to
decrease as gestational (TO, T1) and the postpartum (T2) periods progress. None of
the other variables analyzed (GDM status, HbA1c, HOMA-IR, or pre-pregnancy BMI)
reached statistical significance at this quantile. However, HbA1c showed a mild
positive trend over time (B = 0.00142; p = 0.103). There were no statistically significant
differences in hs-TnT behavior between the CG and GDMG (3 = 0.000313; p = 0.498).

Table 2. Mixed quantile regression results for T = 0.05 (lower quantile of

troponin T).
Variable B coefficient | Standard 95% Cl lower 95% Cl upper p-
error bound bound value
Intercept -0.005666 0.003485 -0.012669 0.0013 0.110
Time (days) | -9.37e-06 0.000005 -1.89e-05 0.0000 0.053
GDM 0.000313 0.000459 -0.000608 0.0012 0.498
HbA1c 0.001422 0.000857 -0.000299 0.0031 0.103

HOMA-IR 1.41e-05 0.000109 -0.000205 0.0002 0.898
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BMI 7.24e-06 0.000041 -0.000075 0.0001 0.861

BMI, body mass index; Cl, confidence interval; GDM, gestational diabetes mellitus; HbA1c, glycated
hemoglobin; HOMA-IR, homeostatic model assessment for insulin resistance.

Analysis of the model for the median quantile of troponin T (t = 0.5)

Table 3 shows the estimated coefficients, standard errors, confidence intervals,
and p-values for the median quantile of the hs-TnT distribution (t = 0.5). None of the
variables (time, GDM status, HbA1c, HOMA-IR, or pre-pregnancy BMI) showed
statistical significance, although similar trends to those observed at the 0.05 quantile
were noted. Time showed a non-significant positive association with hs-TnT levels (8
=1.63 x 10%; p = 0.575). Additionally, median hs-TnT levels remained stable between
the GDMG and CG (B = 0.000315; p = 0.495). HbA1c again showed a trend toward
increase (B = 0.00143; p = 0.102), suggesting a possible contribution to gradual hs-

TnT level increments at intermediate ranges.

Table 3. Mixed quantile regression results for T = 0.5 (median quantile of
troponin T).

Variable B _ Standard 95% Cl lower 95% Cl upper p-
coefficient error bound bound value
Intercept -0.005665 0.003485 -0.012668 0.0013 0.111
(Zial;:) 1.63e-06 0.000003 -4.18e-06 0.0000 0.575
GDM 0.000315 0.000459 -0.000606 0.0012 0.495
HbA1c 0.001429 0.000857 -0.000293 0.0032 0.102
HOMA-IR 1.76e-05 0.000109 -0.000202 0.0002 0.873
BMI 5.11e-05 0.000038 -2.56e-05 0.0001 0.187

BMI, body mass index; Cl, confidence interval; GDM, gestational diabetes mellitus; HbA1c, glycated
hemoglobin; HOMA-IR, homeostatic model assessment for insulin resistance.

Analysis of the model for the upper quantile of troponin T (r = 0.95)
Table 4 displays the estimated coefficients, standard errors, confidence

intervals, and p-values for the upper quantile of the hs-TnT distribution (t = 0.95). Time
was significantly associated with higher hs-TnT levels (B = 1.69 x 105 p = 0.00002).
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Other variables, GDM status, HbA1c, HOMA-IR, and pre-pregnancy BMI, were not
statistically significant. Nevertheless, HbA1c maintained a positive trend across this

quantile (B = 0.00143; p = 0.102), consistent with patterns observed at lower quantiles.

Table 4. Mixed quantile regression results for T = 0.95 (upper quantile of
troponin T).

Variable B Standard 95% Cl lower 95% Cl upper value
coefficient error bound bound P

Intercept -0.005665 0.003485 -0.012668 0.0013 0.111

Time (days) 1.69e-05 0.000004 9.64e-06 0.0000 0.00002
GDM 0.000315 0.000459 -0.000607 0.0012 0.495
HbA1c 0.001429 0.000857 -0.000293 0.0032 0.102
HOMA-IR 1.79e-05 0.000110 -0.000203 0.0002 0.872
BMI 5.32e-05 0.000039 -2.56e-05 0.0001 0.181

BMI, body mass index; Cl, confidence interval; GDM, gestational diabetes mellitus; HbA1c, glycated
hemoglobin; HOMA-IR, homeostatic model assessment for insulin resistance.

Fig 1 illustrates the estimated effect of time (in days) on hs-TnT levels in the
overall population across the 0.05, 0.5, and 0.95 quantiles based on the LQMM model.
At extreme quantiles, especially the upper quantile (0.95), time showed a statistically
significant positive effect, reflected by a high coefficient (3 = 0.0133) and confidence
interval excluding zero. Conversely, the lower (0.05) and median (0.5) quantiles
exhibited coefficients near zero, with wide confidence intervals spanning both negative

and positive values, indicating no robust association at these levels.
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Fig 1. Effect of time on high-sensitivity troponin T. Error bars represent 95% confidence intervals

by quantile using the linear quantile mixed model (LQMM) adjusted with time as a random variable.
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Fig 2 shows the effects of GDM status, HbA1c, HOMA-IR, pre-gestational BMI,
and time across the three hs-TnT quantiles. Notably, HbA1c showed a consistent
positive coefficient across all quantiles, suggesting a stable linear relationship with hs-
TnT levels, regardless of the distribution point; however, the effect size remained small.
Time exhibited an ascending trend in the upper quantiles, indicating a stronger
influence at higher hs-TnT levels, albeit with small coefficients. GDM status, HOMA-
IR, and pregestational BMI maintained low and nearly constant positive coefficients
across all quantiles, suggesting a homogeneous and likely non-significant effect.
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Fig 2. Effect of variables on troponin by quantile.
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Fig 3 shows a graphical representation of the LQMM model results, adjusted
with locally estimated scatterplot smoothing (LOESS) to the 0.05, 0.50, and 0.95
quantiles. The longitudinal analysis revealed divergent hs-TnT behavior at extreme
quantiles, with lower baseline levels declining further (lower quantile) and higher

baseline levels increasing (upper quantile) over time.

Fig 3. Smoothed evolution of hs-TnT over time.
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LOESS-smoothed predictions from the LQMM models at quantiles of 0.05, 0.5, and 0.95 showed
divergent longitudinal trends in hs-TnT levels during pregnancy and the postpartum period. LQMM,
linear quantile mixed model; LOESS, locally estimated scatterplot smoothing; hs-TnT, high-sensitivity
cardiac troponin T.

Fig 4 shows the predicted hs-TnT levels in the GDMG and CG over time for
quantiles 0.05, 0.50, and 0.95 from the LQMM model, complemented with LOESS
curves and 95% confidence intervals. The GDMG showed slightly higher predicted hs-
TnT levels across all quantiles, with a greater divergence observed at the upper
quantile (0.95). The LOESS curves, parallel to the model predictions, reinforced the
robustness of the trend, especially from the second trimester onward (183 days) when
troponin elevation in GDM becomes more pronounced. The lower quantiles (0.05)

remained low and relatively stable, with overlapping trends between groups.

Fig 4. Predicted high-sensitivity cardiac troponin T by time.
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Discussion

This study is among the first to report variations in hs-TnT levels from the second
trimester through the postpartum period in women with and without GDM. Hs-Tns are
considered gold-standard biomarkers for identifying myocardial injury ['.56] and thus
serve as viable tools for the scientific documentation of this clinical condition. In this

study, hs-TnT levels increased from the second trimester onward, extending into the
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postpartum period (3—6 months). Currently, specific hs-TnT cutoff values for pregnancy
have not been established; therefore, reference values from non-pregnant populations
were used [2526],

Previous studies on healthy pregnant women have reported associations
between cardiac morphofunctional changes and biomarkers, including troponin I,
throughout pregnancy up to 1 month postpartum 7. Consistent with our results,
troponin levels have been shown to increase during pregnancy. Smith et al. reported
elevated TnT levels above the 99" percentile (> 14 ng/L) in 4.3% of healthy women
immediately postpartum, without suggesting clinical associations 28, Similarly, our
findings showed elevated hs-TnT levels from the second trimester that notably
persisted postpartum. The use of quantile regression in our study allowed us to identify
hs-TnT heterogeneity over time, despite the modest sample size.

Our findings revealed a distinct pattern in hs-TnT behavior during follow-up;
women with GDM and higher baseline hs-TnT levels exhibited increased hs-TnT
release from pregnancy through the late postpartum period (3—6 months). Conversely,
women with very low or undetectable baseline hs-TnT levels remained relatively stable
postpartum, regardless of their GDM status. This pattern suggests the possibility of
subclinical myocardial injury that may be associated with future cardiovascular risk. It
also raises the hypothesis that pregnancy may trigger or exacerbate myocardial
damage, with persistent effects postpartum. However, studies designed with the
specific purpose of evaluating the long-term cardiovascular impact of troponin release
during pregnancy are needed to validate these findings.

In our study, we compared pregnant women with and without GDM because few
prior studies have addressed troponin release in hyperglycemia-complicated
pregnancies. Jacobsen et al. (2022) investigated cardiovascular biomarkers and
glycemic control in women with prepartum hyperglycemia and found higher circulating
TnT levels in women with T1DM, T2DM, or GDM than those in healthy controls ['7].
This was more evident in those with poor glycemic control. Additionally, prior studies
have reported positive correlations between HbA1c and circulating troponin in patients
with diabetes and subsequent cardiovascular events 2529, These findings emphasize
the importance of strict glycemic control during pregnancy to reduce the circulating

markers associated with CVD risk.
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HbA1c, which was higher from the start in the GDMG, showed a consistent
positive association with hs-TnT levels across quantiles; however, this association was
not statistically significant, potentially reflecting a subclinical link between glycemic
dysregulation and myocardial injury or endothelial dysfunction, warranting further
investigation in larger cohorts.

Interestingly, our results did not show differences in troponin release between
the GDMG and CG. It is important to note that women with GDM in this cohort were
managed by a specialized multidisciplinary team with strict metabolic control, as
reflected in the relatively low HbA1c values (5.0% in the GDMG vs. 4.8% in the CG),
possibly attenuating troponin differences. Larger controlled trials are required to
confirm these findings.

The application of LQMM enabled the evaluation of anthropometric and
metabolic effects on hs-TnT levels. Despite the higher BMI prevalence in the GDMG,
BMI did not correlate with hs-TnT at any quantile, potentially because of strict weight
monitoring during pregnancy.

GDM has been linked to increased risk of early atherosclerosis, myocardial
infarction, and stroke 212330321 Moreover, myocardial injury in women with GDM is
predominantly subclinical B%, highlighting the relevance of early screening during
pregnancy, a period when women are generally more health-conscious. Biomarker
analysis, including troponin analysis, may offer a promising approach for the early
detection of cardiovascular alterations. Given that pregnant women represent a
predominantly young and vulnerable population, timely interventions to mitigate
cardiovascular risks are critical.

Pregnancy studies are challenging. In this study, the relatively small sample size
and absence of a T2DM comparison group limited our ability to fully evaluate the
correlation between glycemic control and troponin levels. Nonetheless, our findings
emphasize the need to expand research on cardiovascular damage biomarkers during

pregnancy and their long-term implications.
Conclusion

This study revealed a gradual and consistent increase in hs-TnT levels during
late pregnancy that persisted postpartum, independent of a GDM diagnosis. This

finding was more evident in women with higher baseline troponin levels, suggesting an
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increased risk of myocardial injury. Furthermore, GDM status was not associated with
greater troponin release, possibly because of good glycemic control in the study
population. Additional studies with larger populations are essential to corroborate these

findings and clarify their impact on cardiovascular risk stratification in pregnant women.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar de os resultados nao identificarem diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos DMG e controle, a tendéncia de elevagao da TnT-us nas
participantes com DMG — associada aos niveis discretamente mais altos de HbA1c
— levanta a hipotese de que o metabolismo glicémico, ainda que levemente alterado,
possa exercer influéncia sobre o miocardio durante a gestagdo. O bom controle
glicémico observado nas participantes com DMG possivelmente contribuiu para a
auséncia de diferengas marcantes entre os grupos. Este trabalho refor¢a o potencial
da TnT-us como marcador de risco cardiovascular precoce em mulheres,
especialmente quando considerada em conjunto com outros parametros metabdlicos.
A dindmica de liberagcdo da troponina durante a gravidez, com tendéncia de
manutengdo no puerpério, aponta para possiveis repercussdes de médio e longo
prazo que ainda nao estdo plenamente elucidadas. Nesse cenario, a realizagao de
novos estudos com amostras maiores, seguimento clinico a partir das primeiras
semanas gestacionais e em longo prazo, analise de outros marcadores de doengas
metabdlicas e cardiovasculares sdo fundamentais para ampliar o conhecimento sobre
a utilizacdo desse biomarcador no rastreamento e estratificacdo de risco

cardiovascular em mulheres em idade reprodutiva.
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