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RESUMO

O diabetes gestacional é sabidamente um estado de resisténcia a insulina. Torna-se, portanto,
um excelente modelo para o estudo do comportamento de diversas variaveis metabdlicas que
apresentam alteracdo com relacdo a resisténcia insulinica. Essas variacdes ocorrem tanto no
estado de jejum quanto no estado pds-prandial, motivo pelo qual o teste de tolerdncia oral a
glicose (TTOG) no diabetes gestacional pode ser utilizado para fins de estudos em resisténcia
insulinica.

O objetivo do primeiro artigo deste trabalho é avaliar o comportamento da grelina acilada
durante o TTOG em gestantes com e sem alteracdo no metabolismo glicémico. A grelina é um
horménio peptidico produzido principalmente pelo estbmago e seu receptor GHS-R1a,
expresso principalmente na hipéfise e hipotadlamo. Entretanto, para a ligagdo ao receptor
GHS-R1a € necessario a acilacdo de um de seus residuos — a serina — tornando-a, assim, ativa.
Apresenta uma variagdo circadiana tipica em adultos normais, com aumento no estado pre-
prandial e decréscimo no estado pds-prandial. A supressdo prandial encontra-se prejudicada
em varias patologias que apresentam resisténcia a insulina, como o diabetes e a sindrome do
ovario policistico. No metabolismo glicémico, a grelina acilada promove inibicdo tonica a
secrecdo de insulina glicose estimulada e aumento da secrecdo hepatica de glicose. Estas
acOes sdo supostamente antagonizadas pela grelina ndo ativa ou desacilada. Torna-se
fundamental, portanto, analisar o efeito, padrdo e regulacdo da grelina acilada no metabolismo
glicémico normal ou alterado pelo diabetes gestacional.

Para tal, foram recrutadas 41 mulheres: 28 gestantes realizaram o teste de tolerancia oral a
glicose (75g-2h-TTOG) apds a 24% semana de gestacdo, enquanto outras treze mulheres
saudaveis voluntéarias, pareadas para o indice de massa corporal, também realizaram o mesmo
TTOG e compuseram o grupo controle (NOR). As gestantes avaliadas foram separadas em
grupos de acordo com as recomendacgdes da Associagdo Americana de Diabetes (ADA) no
Fourth Workshop-Conference on Gestational Diabetes Mellitus, sendo quinze gestantes
portadoras de diabetes gestacional (GDM) e outras treze gestantes sem alteragdes no TTOG
(GES). Foram determinados os valores basais e ap0s 60 e 120 minutos de glicemia, insulina e
grelina acilada.

A grelina acilada ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos no estado basal. Os
grupos avaliados também ndo apresentaram variagdo estatistica nos valores de grelina acilada
durante o teste de tolerancia oral a glicose, se comparado aos seus valores basais de grelina
acilada. No entanto, quando comparamos as curvas de grelina acilada avaliadas durante o
teste de tolerancia a glicose, os grupos foram diferentes estatisticamente na andlise de
variancia bi caudada para medidas repetidas (p = 0,018). Ao aplicarmos o teste de Holm-
Sidak para diferenciar os grupos durante o TTOG, foi detectada uma diferenca entre 0s
grupos GES e GDM aos 60 minutos, com o grupo GDM apresentando valores
estatisticamente mais baixos (p = 0,006).

Mostramos, assim, pela primeira vez, que a grelina acilada ndo apresenta supressdo a
sobrecarga de glicose na gestacdo com ou sem diabetes gestacional e em mulheres nao
gestantes pareadas para o indice de massa corporal. No entanto, a grelina acilada apresenta-se
mais baixa aos 60 minutos no diabetes gestacional, quando comparada com gestantes sem



diabetes gestacional, apontando para a possibilidade de a grelina acilada apresentar um papel
na fisiopatologia do diabetes gestacional.

Altos valores de acidos graxos livres sdo descritos como relacionados a fisiopatologia da
resisténcia a insulina. Os &cidos graxos livres foram anteriormente descritos como elevados
no terceiro trimestre de gestacao.

O objetivo do segundo artigo foi avaliar os &cidos graxos livres na gestagdo normal e
complicada pelo diabetes gestacional, durante o teste de tolerdncia oral a glicose. Vinte
mulheres — quatorze com diabetes gestacional e seis gestantes saudaveis — foram avaliadas no
terceiro trimestre de gestacdo com teste de tolerancia oral a glicose (100g-3h-TTOG). Foram
determinados os valores de glicemia e dos acidos graxos livres durante os quatro tempos.
Mostramos declinio significante dos acidos graxos em ambos os grupos do jejum aos 60
minutos (p < 0,05). O grupo com diabetes gestacional mostrou valores mais altos de acidos
graxos livres durante toda a curva, com diferenca estatistica entre os grupos demonstrada pelo
teste de analise de variancia bi caudada para medidas repetidas (p < 0,001). Os valores dos
acidos graxos livres diminuem durante o TTOG no diabetes gestacional, mas permanecem
ainda mais elevados quando comparados a gestacdo normal. Estes valores mais altos de
acidos graxos livres no grupo de pacientes com diabetes gestacional possivelmente
encontram-se relacionados ao quadro de resisténcia a insulina do diabetes gestacional.

Palavras-chave: Diabetes gestacional. Acidos graxos livres. Grelina. Grelina ativa. Grelina
acilada. Metabolismo glicémico. Gestacao. Diabetes.



ABSTRACT

The gestational diabetes is admittedly an insulin resistant state. It is thus an excellent model to
study the pattern of many metabolic values that show differences in insulin resistants states.
These differences occur during both the fasting state and the postaprandial state. By this
reason, the oral glicose tolerance test (OGTT) in gestational diabetes can be used with the
purpose of studding insulin resistance.

The objective of our first study is to analyze the acylated ghrelin behavior during OGTT in
pregnant women with and without glycemic metabolism disturbance. Ghrelin is an amino acid
hormone predominantly produced by stomach, and its receptor GHS-R1a is expressed in
pituitary and hypothalamus. However, to be bound, ghrelin has to be acylated in one of its
serines residues changing to active form. It has a typical circadian rhythm in healthy human
with raise in pre-prandial levels and decline after meals. This postprandial suppression is
blunted in pathological conditions with insulin resistance as diabetes and polycystic ovary
syndrome. In glycemic metabolism, acylated ghrelin seems to exert a tonic inhibitory
regulation on glucose stimulated insulin secretion, and raises hepatic glucose output. These
actions are supposed to be opposing by des-acyl ghrelin or non-active ghrelin. Thus, it is
extremely important to analyze acyl ghrelin action, pattern and control in normal glycemic
metabolism and in gestational diabetes.

For that purpose, a total of 41 women were recruited: 28 pregnant women underwent a routine
oral glucose tolerance test (75g-2h-OGTT) after the 24™ week of pregnancy, while another
group of 13 non pregnant healthy volunteer women, matched to age and BMI, underwent the
OGTT (control group, NOR). The pregnant women were assigned to two groups according to
ADAs fourth Workshop Conference Criteria for Gestational Diabetes recommendations —
fifteen pregnant women with gestational diabetes (GDM) and 13 healthy pregnant women
(GES). Blood samples were drawn at baseline and 60, 120 min. after glucose overload for the
determination of glucose, insulin and acylated ghrelin.

Acylated ghrelin did not show statistical difference in baseline values among groups. None of
the groups show significant suppression of acylated ghrelin during OGTT, when compared
with its basal acylated ghrelin levels. However, when we compared the acylated ghrelin
curves during OGTT, we found statistical difference among the curves by two way ANOVA
with repeated measures (p = 0.018). When we used Holm-Sidak test to detect which group
were different, a significant lower values occurred in GDM at 60 minutes, if compared to
GES (p = 0.006).

We have showed, for the first time, that acylated ghrelin was not suppressed during glucose
overload in the pregnancy with or without gestational diabetes nor in pregnant women
matched by BMI. Nevertheless, acylated ghrelin showed lower values at 60 minutes in
gestational diabetes when compared with healthy pregnant women; leading to a possibility
that acylated ghrelin has a role in the physiopathology of gestational diabetes.

High free fat acids levels are described to be involved in the physiopathology of insulin
resistance. Free fat acids were described to be elevated at the third trimester of pregnancy.
The objective of the second study was to evaluate the plasma free fat acids levels during oral



glucose tolerance test (OGTT) in normal pregnancy and in pregnancies complicated by
gestational diabetes.

A total of 20 pregnant women — 14 pregnant with gestational diabetes and 6 healthy pregnant
during third trimester — underwent an oral glucose tolerance test (100g-3h-OGTT). Blood
samples were drawn for the determination of glucose and free fat acids at the 4 times.

We showed significant decline in free fat acids values in both groups from fasting to 60
minutes (p < 0.05). The gestational diabetes group showed higher free fat acids values during
all curve points, with significant difference by Two Way ANOVA Repeated Measures (p <
0.001). Free fat acids values declines during OGTT in gestational diabetes but they remain at
higher values when compared with normal pregnancy. These higher values in gestational
diabetes may be explained by the insulin resistant state of gestational diabetes.

Keywords: Active ghrelin. Acylated ghrelin. Diabetes mellitus. Free fat acids. Gestational
diabetes. Ghrelin. Glycemic metabolism. Pregnancy.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O controle do balanco energético e da homeostase glicémica sdo fungdes essenciais ao
metabolismo humano, sendo executadas por diversos hormonios inter-relacionados. A
insulina é o principal horménio na homeostase glicémica e recebe influéncia de varios outros
hormonios associados ao balanco energético, como a grelina. Alteracdes fisioldgicas ou
patologicas, como as determinadas pela gestacdo ou diabetes, afetam as relagbes e o

comportamento destes horménios, tanto no estado de jejum quanto no estado alimentado.

A segunda metade da gestacdo €& caracterizada por uma reducdo de dois tercos na
sensibilidade & insulina." O desenvolvimento de resisténcia & insulina no final da gestagdo é
uma adaptacdo fisioldgica normal que desvia energia materna do carboidrato para a oxidacdo
lipidica, poupando glicose para o feto em crescimento. A insulina regula o metabolismo dos
carboidratos e dos lipidios, que se apresentam alterados durante o diabetes gestacional. A
gestante com diabetes gestacional apresenta um aumento na resisténcia a insulina acima do
observado na gestacdo normal." Tanto um aumento na resisténcia insulinica quanto uma
insuficiéncia na producdo de insulina pelas células pancreaticas contribuem para o
desenvolvimento do diabetes gestacional (DMG), fazendo com que 0 DMG e o diabetes tipo
2 tenham uma fisiopatologia similar. Além disso, o diabetes gestacional é considerado um
fator de risco para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 em mulheres, sendo descrita uma
incidéncia de diabetes tipo 2 de 39,9% e de intolerancia a glicose de 27% dez anos apés uma
iii

gestacdo complicada por DMG.™ Um primeiro reconhecimento de mulheres com intolerancia

Kuhl C, Hornnes PJ, Andersen O. Etiology and pathophysiology of gestational diabetes mellitus. Diabetes.
1985 Jun;34 Suppl 2:66-70.

" Catalano PM, Nizielski SE, Shao J, Preston L, Quiao L, Friedman JE. Downregulated IRS-1 and
PPARgamma in obese women with gestational diabetes: relationship to FFA during pregnancy. Am J
Physiol Endocrinol Metab. 2002 Mar;282(3):E522-33.

" Lauenborg J, Hansen T, Jensen DM, Vestergaard H, Mglsted-Pedersen L, Hornnes P, Locht H, Pedersen O,

Damm P. Increasing incidence of diabetes after gestational diabetes: a long-term follow-up in a Danish

population. Diabetes Care 2004;27(5):1194-9.
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a glicose frequentemente ocorre na gravidez, sendo o DMG a alteracdo metabdlica mais

comum ocorrida ao final da gestagao."

As razdes para a grande reducéo da sensibilidade a insulina no DMG ainda nao se encontram
completamente elucidadas. O DMG, no entanto, resulta da elevacdo dos niveis de horménios
considerados diabetogénicos, como o horménio lactogénico placentario (hPL), horménio
placentario do crescimento, progesterona e estrogénio.” Entretanto, existem razdes para
acreditar que outros fatores participem deste processo, como 0s &cidos graxos livres e
horménios intestinais como a grelina, GLP1 e GIP, uma vez que estes ultimos influenciam

diretamente a regulacdo da secrecgéo de insulina e, portanto, o0 metabolismo dos carboidratos.

O DMG, por outro lado, tem se tornado um excelente modelo para o estudo do
comportamento de diversas varidveis metabdlicas que apresentam alteracdo com relagcdo a
resisténcia insulinica, variacdes que ocorrem tanto em jejum quanto no estado pds prandial,
justificando assim a realizacdo dos estudos durante o teste de tolerancia oral a glicose. O teste
de tolerancia oral a glicose (TTOG) € uma ferramenta comumente utilizada para estudo da
homeostase glicémica, assim como para o diagnostico de disturbios desta homedstase. O
primeiro artigo avalia 0 comportamento da grelina acilada, um hormonio intestinal, durante o
TTOG em gestantes com ou sem DMG e em mulheres ndo gravidas pareadas para o indice de
massa corporal. Ja o segundo artigo avalia 0 comportamento dos acidos graxos livres durante

0 TTOG em gestantes com ou sem DMG.

A grelina € um hormdnio peptideo de 28 aminoacidos, produzido principalmente pelo
estdmago, descrito inicialmente como o hormonio ligante do receptor de horménio do
crescimento tipo la (GHS-R1a).” O GHS-R1a é predominantemente expresso na hipofise,
mas também em menores quantidades na tireoide, pancreas, baco, miocéardio e adrenal. J& a

grelina € produzida predominantemente no estdbmago. Outras partes do intestino delgado e

Hod M, Merlob P, Friedman S, Schoenfeld A, Ovadia J. Gestational diabetes mellitus. A survey of perinatal
complications in the 1980s. Diabetes. 1991 Dec;40 Suppl 2:74-8.

¥ Barbour LA, McCurdy CE, Hernandez TL, Kirwan JP, Catalano PM, Friedman JE. Cellular mechanisms for

insulin resistance in normal pregnancy and gestational diabetes. Diabetes Care. 2007 Jul;30 Suppl 2:S112-9.
v Kojima M, Hosoda H, Date Y, Nakazato M, Matsuo H, Kangawa K. Ghrelin is a growth-hormone-releasing
acylated peptide from stomach. Nature. 1999 Dec;402(6762):656-60.
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grosso, adrenal, atrio, mama, esdfago, tubas uterinas, tecido adiposo, rins, pulmao,
linfonodos, pancreas, prostata, testiculos, pele, bexiga e tireoide também podem produzi-la.""

A grelina apresenta uma grande variedade de fungdes fisiologicas, como promover a sensacao
de fome, participar da homeostase energética e glicémica, além de exercer efeitos
gastrointestinais, cardiovasculares, pulmonares, 6sseos e no sistema imunolégico, proliferacéo
e diferenciacio celular e fisiologia 6ssea.”" A grelina é o primeiro horménio natural que
necessita que um de seus residuos de serina seja acilado pelo acido n-octanoico para ser
ativada. Esta acilacdo é essencial para a ligagcdo ao receptor GHS-R1a e consequente liberacao

de hormonio do crescimento e provavelmente para todas as outras aces endécrinas.™

A grelina estd envolvida no controle da ingestdo alimentar e das reservas energéticas
corporais. Quando administrado por via central ou periférica leva a0 aumento da ingestao
caldrica em ratos e humanos.* Os niveis séricos de grelina apresentam um ritmo circadiano,
com elevacdes pré-refeicGes e queda imediatamente apds ingestdo alimentar, reafirmando o
seu potencial envolvimento na sensacdo de fome e também de saciacdo.” Na obesidade, os
valores da grelina sdo inferiores, ditos suprimidos, quando comparados com pessoas de peso
I'xii

na faixa considerada normal.”™ Também a supressdo da grelina pos-prandial esta atrasada e

diminuida nas pessoas obesas, mostrando uma correlacdo entre a obesidade e a regulacdo da

grelina. X" A resisténcia insulinica desencadeada pela obesidade seria potencialmente

vii

Gnanapavan S, Kola B, Bustin SA, Morris DG, McGee P, Fairclough P, Bhattacharya S, Carpenter R,

Grossman AB, Korbonits M. The tissue distribution of the mMRNA of ghrelin and subtypes of its receptor,
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responsavel pelos niveis baixos ou suprimidos de grelina nos obesos. XA supressdo prandial é
também reduzida em varias outras patologias associadas a resisténcia a insulina, como
diabetes™’, sindrome do ovario policistico® e acromegalia.*"™" O achado de grelina
aumentada na Sindrome de Prader Willi, condicdo na qual a obesidade ndo se encontra
associada a resisténcia insulinica, corroboram com a ideia da correlacdo entre a sensibilidade

a insulina e niveis plasmaticos de grelina.”™

Diante destas evidéncias, a contrarregulacdo da grelina é potencialmente atribuida a
insulina.”™' No entanto, outros hormdnios produzidos pelo trato gastrintestinal podem estar
envolvidos nesta regulacdo, apesar da importancia de cada um deles ainda necessitar de
melhor elucidacgdo. Outros autores, entretanto, demonstraram auséncia de uma acdo direta da
insulina sobre o comportamento da grelina.”" Por outro lado, a grelina acilada parece
produzir uma inibigéo tonica da secre¢do de insulina glicose estimulada e ainda aumentar a

XXiii

secrecdo hepética de glicose™". Estas acdes sdo potencialmente antagonizadas pela des-acil
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XXV

grelina,”™ tornando-se, portanto, fundamental analisar o efeito e regulacdo da grelina acilada

e des-acilada no metabolismo glicémico.

Os acidos graxos livres apresentam-se elevados ao final da gestacdo. Estudos clinicos em
humanos ja demonstraram que a elevacdo plasmatica dos valores de acidos graxos livres inibe
a captacdo da insulina glicose estimulada em pessoas saudaveis e também em portadores de
diabetes tipo 2 (DM2). ¥ O aumento dos é&cidos graxos livres durante a gestacéo parece estar
relacionado a acgéo lipolitica dos horménios placentarios, em especial o0 hormonio lactogénico
placentério (hPL), que alcanca valores altos no ultimo trimestre da gestacdo. Estudo anterior
mostrou que gestantes com diabetes gestacional apresentam valores basais de acidos graxos

XXVi

livres maiores que gestantes sem alteragdes no metabolismo glicémico™", apesar destes
achados ainda necessitarem de confirmacéo por outros grupos. Desta forma, os &cidos graxos
livres parecem estar implicados na patogénese da resisténcia insulinica da gestacdo e do

DMGXXVii.

O objetivo do segundo estudo foi avaliar de forma dinamica, através do TTOG, o
comportamento dos acidos graxos livre nas gestantes com DMG quando comparadas as

gestantes saudaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Avaliar os niveis circulantes de grelina ativa e dos &cidos graxos livres durante teste de

tolerancia oral a glicose em gravidas com e sem diabetes gestacional.

2.2 Objetivos especificos

e Relacionar as alteracdes dos niveis de grelina acilada com a fisiopatologia do diabetes

gestacional,

e relacionar as alteracfes dos niveis de grelina acilada com a fisiopatologia da resisténcia a

insulina;

e relacionar as alteracdes dos niveis dos acidos graxos livres com a fisiopatologia do

diabetes gestacional;

e relacionar as alteracfes dos niveis dos acidos graxos livres com a resisténcia a insulina.

3 HIPOTESES

3.1 Hipotese experimental

As gestantes com diabetes gestacional apresentardo alteracGes significativas nos valores de
grelina acilada durante o teste de tolerdncia oral a glicose quando comparados a gestantes
normais e mulheres ndo gravidas pareadas pela idade e indice de massa corporal.

As gestantes com diabetes gestacional apresentardo valores significativamente diferentes de
acidos graxos livres durante o teste de tolerancia oral a glicose quando comparadas as

gestantes normais.
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3.2 Hipotese nula

N&o haverd diferenca significativa entre os valores de grelina acilada entre o grupo de
gestantes com diabetes gestacional, gestantes normais e mulheres ndo gravidas pareadas pela

idade e indice de massa corporal.

N&o haverd diferenca significativa nos valores de &cidos graxos livres entre o grupo de
gestantes normais e diabetes gestacional.
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4 ARTIGO 1: AVALIACAO DA GRELINA ACILADA (ATIVA) DURANTE O TESTE
DE TTOG NO DIABETES GESTACIONAL

Ricardo Barsaglini Leite, Guilherme Fagundes Nascimento, Mariana Ferreira Bizzi, Paulo Augusto
C. Miranda, Anelise Impelizieri Nogueira, Rodrigo Bastos Foscolo e Antonio Ribeiro de Oliveira

Junior*

4.1 Resumo

A grelina € um hormdnio peptidico com 28 aminoacidos, produzido predominantemente pelo
estbmago, mas também detectdvel em muitos tecidos com uma multiplicidade de funcbes
fisioldgicas que afetam a ingestdo de alimentos, o metabolismo energético, a homeostase da
glicose, entre outras. Os niveis de grelina geralmente aumentam no estado pré-prandial e séo
suprimidos apos as refeicdes. Entretanto, esta supressao pés-prandial pode estar atenuada em
condicOes patoldgicas associadas a resisténcia a insulina como a obesidade e o diabetes. A
sensibilidade a insulina diminui durante a gestacdo, porém o diabetes gestacional representa
um estado ainda mais acentuado da resisténcia a insulina. A grelina provavelmente exerce
uma inibicao ténica na secrecdo de insulina através de sua forma acilada. Com o objetivo de
avaliar os niveis de grelina ativa durante o TTOG em gestantes com e sem diabetes
gestacional, um total de 28 mulheres gravidas submeteram-se ao teste de tolerancia oral a
glicose (75¢-2h-TTOG) apbs a 242 semana da gravidez [quinze com diabetes gestacional
(GDM) e treze com gestacdo normal (GES)]. Outras treze mulheres saudaveis ndo gravidas
foram recrutadas para se submeterem ao TTOG como controles (NOR). As amostras foram
colhidas nos tempos 0, 60 e 120 minutos, para realizacdo de glicose, insulina e grelina
acilada. Nao encontramos nenhuma diferenca significativa na grelina acilada entre 0s grupos
no tempo 0. A grelina acilada no grupo GDM mostrou-se mais baixa durante o TTOG quando
comparado a GES e NOR, especialmente aos 60 minutos (P < 0,01). Mostramos pela primeira
vez que a grelina acilada tem valores similares em mulheres ndo gravidas e gravidas
saudaveis, embora a grelina acilada possa ter valores ainda mais baixos no diabetes
gestacional durante o TTOG.

Palavras-chave: Diabetes gestacional. Grelina ativa. Metabolismo da glicose. Gravidez.
Diabetes.

Titulo resumido: Grelina acilada no diabetes do gestacional

* Laboratorio de Endocrinologia, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil.
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4.2 Introducéao

A grelina é um hormonio peptidico de 28 aminoécidos produzido predominantemente pelo
estdmago, primeiramente caracterizado como um ligante natural do receptor secretor de GH
do tipo 1a GHS-R1a, que apresenta forte capacidade de liberagdo de GH . O GHS-R1a é
expresso predominantemente na hipofise e em niveis mais baixos na glandula de tireoide, no
pancreas, no baco, no miocardio, e na glandula adrenal. Em contraste, a grelina é produzida
no estdmago, mas apresenta também expressdo importante em diversos outros Orgaos e
tecidos 2. A grelina apresenta uma grande variedade de funcdes fisiolégicas, como promover a
sensacdo de fome, participar da homeostase energética e glicémica, além de exercer efeitos
gastrointestinais, cardiovasculares, pulmonares, 6sseos e no sistema imunolégico, proliferacéo
e diferenciacdo celular e fisiologia 6ssea . A grelina é o primeiro horménio natural conhecido
em gue o grupo hidroxila de um dos seus residuos do serina é acilado pelo &cido n-octanoico.
Esta acilacdo € essencial para ligagdo ao GHS-Rla, liberacdo de GH, e também,

provavelmente, para suas outras agdes endécrinas *.

As concentragdes plasmaticas de grelina em jejum séo correlacionadas negativamente com a
massa corporal, e apresentam um aumento no tempo pré-prandial e uma queda no tempo das
refeicdes °, alcancando um nadir de até 69% dos niveis da linha de base apés uma refeicéo °.
Os niveis de grelina s8o aumentados sob condi¢Ges de balango energético negativo e
reduzidos em estados de balanco energético positivo, sugerindo a participagdo da grelina na
regulacdo da fome e metabolismo energético. Esta supressdo pos-prandial foi descrita
atenuada em muitas condicdes patoldgicas tais como a obesidade, o diabetes e outras
condicBes que apresentem resisténcia a insulina, incluindo a acromegalia e a sindrome dos
ovarios policisticos '°. Certamente, a grelina correlaciona-se inversamente tanto com a
resisténcia & insulina quanto com a concentracdo em jejum de insulina ™. A sensibilidade &
insulina diminui progressivamente na segunda metade da gestacéo; o diabetes gestacional se
sobrepde naquelas gestantes que ndo superam esta resisténcia a insulina, aumentando a

secreco de insulina *2.

Muitos autores sugerem que a insulina age como contrarregulador negativo da secrecdo de
grelina ****: entretanto esta ndo é uma questdo aceita por todos *°. Notavelmente, a grelina
parece exercer uma agdo permissiva na secrecdo de insulina induzida pela glicose. Ela age

como um inibidor tdnico através de sua forma acilada '°. Também é atribuida & grelina acilada
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0 aumento na glicose plasmética através de maior liberagdo de glicose hepatica em jejum 7.
N4o obstante, esta acéo é antagonizada pela forma ndo acilada de grelina **; motivo pelo qual
é importante analisar o padréo e regulacdo da grelina pela sua forma acilada no metabolismo
glicémico. Embora muito seja estudado sobre grelina acilada, pouco é conhecido sobre sua
secrecdo na gestacédo, especialmente no DMG. O objetivo deste estudo foi analisar o padrdo
dindmico da grelina acilada durante o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) em mulheres

gravidas com DMG, uma condicdo muito prevalente de resisténcia a insulina.

4.3 Métodos

4.3.1 Pacientes

Um total de 43 mulheres foram inicialmente recrutadas dos ambulatorios de diabetes
gestacional do Centro de Especialidades Médicas da Santa Casa de Belo Horizonte e do
Hospital das Clinicas de Belo Horizonte no primeiro semestre de 2008. Submeteram-se ao
teste oral da tolerancia a glicose (75g-2h-TTOG) apds a 242 semana de gravidez. As mulheres
que apresentavam doencas cronicas como diabetes e hipertensdo, em uso de qualquer
medicacdo, incluindo contraceptivos hormonais ou fumantes, foram excluidas prontamente do

estudo.

Um total de trinta mulheres grévidas foi incluido no estudo. As gestantes foram distribuidas
em dois grupos de acordo com a interpretacdo do TTOG, baseando-se nos critérios da
Associacdo Americana de Diabetes (19) para o diabetes gestacional: diabetes gestacional
(GDM: dois valores ou mais anormais de glicose no TTOG) ou tolerancia normal a glicose
(GES: nenhum valor anormal de glicose no TTOG). Outras treze mulheres saudaveis, néo
gravidas, pareadas em idade e indice de massa corporal (IMC) aos dois outros grupos, foram
recrutadas como grupo controle (NOR).

O protocolo do estudo foi aprovado pelo comité local de ética em pesquisa. Cada paciente
assinou um termo de consentimento elaborado em conformidade com a resolucdo 196/96

sobre pesquisa em humanos.
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Todos os TTOG foram executados entre 07h00 e 08h00 na manhd apds jejum noturno de oito
horas. Amostras de sangue foram colhidas no tempo 0 para glicose, insulina e grelina acilada
seguidos pela ingestdo de 75 g de dextrosol. Novas amostras foram colhidas em 60 e 120
minutos para 0s mesmos procedimentos. As amostras de plasma foram coletadas em tubos de
EDTA resfriados, e centrifugados imediatamente e armazenados a -70 °C até a andlise. A
grelina acilada foi determinada usando o kit comercial de Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA - Millipore, EZGRA-88K, St. Charles, Missouri, EUA). A insulina também
foi dosada utilizando um kit de ELISA, e os niveis de glicose foram determinados por
quimiluminescéncia (BIOCLIN/QUIBASA, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Todas as
amostras foram dosadas em duplicata. O coeficiente de variacdo intraensaio foi menor que

10% para todos 0s exames.

4.3.2 Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como: médias + erro padrdo das médias (SEM). A glicose, a
insulina, o indice do modelo de avaliacdo da homeéstase (HOMA-IR) ° e a grelina acilada
foram comparados entre grupos por analise de variancia bi caudada para medidas repetidas
seguidas pelo método de Holm-Sidak. Um valor de (p < 0.05) foi considerado como
significativo. Todas as analises estatisticas foram executadas usando o software Sigma Stat
(software 2008 de Systat, SigmaPlot para Windows 11.0.0.77, Alemanha).

4.4 Resultados

Os grupos GDM e GES realizaram o0s exames em semanas de gestacdo similares (GDM 29,29
+2,58; GES 30,00 * 3,68).

Como indicada na Figura 1, os trés grupos (GDM, GES, NOR) mostraram curvas diferentes
de glicose durante 0 TTOG (p < 0,05). Os valores ao tempo 0 ja se mostravam diferentes
entre 0s grupos: o grupo GDM mostrou os valores mais elevados enquanto o grupo GES
apresentou os valores mais baixos (p < 0,05). Além disso, o grupo GDM exibiu valores mais

elevados do que os grupos GES e NOR em todos os tempos (p < 0,001). Os grupos GES e
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NOR ndo mostraram diferencas significativas em niveis da glicose ap6s a sobrecarga de
glicose durante o teste.

Como mostrado na Figura 2, os niveis de insulina basal nos grupos GDM e GES mostraram
os valores mais elevados quando comparados ao grupo NOR, alcancando significancia
guando comparado com o grupo GDM (p < 0,05). Aos 60 minutos, ndo houve nenhuma
diferenca significativa entre os grupos. Entretanto, aos 120 minutos, os grupos GDM e GES
mostraram valores significativamente mais altos quando comparados ao grupo NOR (p <
0,001). A analise do indice de HOMA-IR no basal, demonstrado na Figura 3, mostra, como
esperado, que os grupos de mulheres gravidas exibem um HOMA-IR mais elevado, embora
diferenga estatistica possa seja detectada somente quando o grupo GDM foi comparado ao
grupo NOR (p < 0,05).

Como indicado na Figura 4, a grelina acilada mostrou uma tendéncia para valores de linha de
base mais baixos no grupo GDM, quando comparado com o grupo GES e NOR.
Interessantemente, a gestacdo normal ou a gestacdo complicada pelo DMG ndo mudaram
significativamente os niveis de grelina acilada durante o TTOG. Entretanto, os dois grupos
diferem nos valores de grelina acilada aos 60 minutos, periodo em que o grupo GDM maostrou
valores de grelina acilada mais baixos que o grupo GES (p < 0,006). As analises das trés
curvas mostram uma diferenga significativa entre GDM e GES por Two Way ANOVA
Repeated Measures (p < 0,016).

4.5 Discussao

A grelina acilada tem um importante papel no metabolismo energético e no metabolismo da
glicose como um hormdnio orexigeno forte e possivel inibidor ténico da insulina, entre outras
acBes 2% 24 por outro lado, a gravidez é uma condicdo associada a um aumento na ingestdo
de alimentos que estd associada a um aumento progressivo na resisténcia a insulina 22,
Nossos dados mostraram que a grelina acilada apresenta valores basais similares entre os
grupos de gestantes e mulheres ndo gravidas. A analise dos dados dinadmicos durante 0 TTOG
mostrou que a grelina acilada apresenta valores mais baixos em pacientes com diabetes
gestacional quando comparado a gestacdo sem DMG e as mulheres ndo gravidas (controles) —

especialmente aos 60 minutos —, sugerindo um papel para este peptideo na gravidez. Nenhum
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dos grupos avaliados mostrou supressdo apés a sobrecarga de glicose na grelina acilada. Nao
obstante, dados conflitantes vém sendo relatados sobre as alteragGes na grelina durante a
gestacdo * %" O presente estudo mostra, pela primeira vez na literatura, a avaliagdo
dindmica da grelina acilada durante o TTOG em gestacbes complicadas pelo diabetes

gestacional.

Os estudos recentes tém mostrado valores de grelina total (dosagem que representa a soma da
grelina acilada e des-acilada) na gravidez. A grelina total se apresenta mais baixa na gravidez
quando comparado &s mulheres ndo gravidas 2%°. Riedl et al. mostraram uma diminuicdo de
aproximadamente 65% dos valores da grelina total tanto basal quanto aos 60 minutos apés o
TTOG no terceiro trimestre de gestacdo, quando comparado ao periodo do puerpério 2.
Certamente, 0 periodo de gestacdo € muito importante para valores da grelina, porque seus
niveis podem mudar entre os trimestres. Fuglsang et al. mostram, em um estudo prospectivo,
que os niveis de grelina total alcangam seus maiores valores na 182 semana de gestacdo e 0s
niveis mais baixos sdo observados durante o terceiro trimestre, com uma diminui¢do média de
27,7%. Resultados similares foram apresentados sobre a grelina acilada durante a gravidez
por Palik et al., que mostraram um aumento significativo nos niveis da grelina acilada no
segundo trimestre, com os valores que eram até mesmo mais elevados do que os observados
nas pacientes-controle ndo gravidas, seguido por uma diminuicdo significativa no terceiro
trimestre %’. Similarmente, Tham et al. (2009) mostraram recentemente valores baixos de

grelina acilada na gravidez quando comparado aos valores do pés-parto %°.

Surpreendentemente, foi observado em nosso estudo que a grelina acilada da linha de base em
jejum ndo diferiu significativamente entre 0s grupos de gestantes e o grupo controle.
Entretanto, nosso estudo compara a grelina acilada entre grupos de gravidas e mulheres ndo
gravidas, pareadas pela idade e pelo indice de massa corporal, 0 que pode explicar a diferenca

observada em relagé@o aos outros estudos que nao levaram isto em conta.

N&o houve mudanca significativa nos valores da grelina acilada ap6s a sobrecarga de glicose
em todos os grupos, mostrando que o peptideo acilado ndo tem seus valores alterados durante
uma sobrecarga de glicose. Assim, embora na grelina total seja descrito geralmente uma

supressdo em estado pés-prandial, seja na gestagdo ou néo % 3132

, Nossos dados da sobrecarga
de glicose sobre grelina acilada ndo corroboram com a mesma conclusdo, sugerindo que a
grelina acilada esta regulada diferentemente. Entretanto, no grupo de pacientes com diabetes

gestacional houve uma reducdo mais significativa nos valores de grelina acilada aos 60
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minutos no TTOG quando comparado aos outros grupos, possivelmente devido a resisténcia a

insulina aumentada observada neste grupo de mulheres.

Os estudos sobre grelina acilada no periodo pos-prandial sdo escassos e inconclusivos, e
geralmente foram realizados apos um teste de refeicdo. Sodowski et al. demonstraram, com
um teste pos-refeicdo mista, uma supressdo significativa na grelina acilada entre mulheres
gravidas obesas e magras, mas ndo entre gravidas com obesidade mérbida **. Zwirska-
Korczala et al. ndo mostraram tambem supressdo significativa da grelina apos teste de
refeicdo em mulheres obesas **. Tham et al. descreveram uma diminuicdo significativa da
grelina acilada durante a gravidez e no periodo pés-parto apés uma refeicdo mista . Em
nosso estudo, é possivel que 75 g de glicose ndo tenham sido suficientes para suprimir a

grelina acilada.

Durante a gestacdo, a resisténcia a insulina € uma adaptacéo fisiologica normal, e poderiamos
propor que valores baixos de grelina acilada podem ser outra adaptacéo fisioldgica & gestacao.
E bem estabelecido que cortisol, leptina e a sensibilidade & insulina sdo importantes fatores na
regulagdo da dinamica da grelina acilada **’. Nossos dados s&o comparaveis aos dados de
altos valores de insulina e baixos valores de grelina encontrados na obesidade, diabetes e
outros estados de resisténcia a insulina %" *. Nosso grupo de pacientes com DMG apresenta
valores mais elevados de glicose plasmatica que o grupo de gestantes sem DMG, mas com
valores de insulina plasmatica semelhantes, com consequente sensibilidade a insulina mais
baixa demonstrada ao HOMA-IR. A baixa sensibilidade a insulina pode explicar os valores

significativamente mais baixos de grelina acilada neste grupo de pacientes.

Concluindo, ndés mostramos que a grelina acilada tem valores similares em mulheres
saudaveis, na gestacdo saudavel e em gestantes portadoras de DMG, quando pareado pela
idade e IMC. Nossos dados mostram também valores mais baixos de grelina acilada em
pacientes com DMG quando comparados ao grupo de GES durante a sobrecarga oral de
glicose. N6s podemos propor que a elevada resisténcia a insulina em pacientes portadores de
DMG poderia explicar 0s niveis mais baixos observados da grelina acilada neste grupo.
Outros estudos, envolvendo um ndmero maior de pacientes e incluindo concomitantemente

também a dosagem de grelina des-acilada poderiam clarear melhor o assunto.
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4.6 Legendas

Figura 1: Curva glicémica durante o TTOG nos trés grupos avaliados: grupo diabetes
gestacionais (GDM), grupo gestantes saudaveis (GES) e grupo de mulheres ndo gravidas
(NOR). *p < 0,05 entre GDM x GES/NOR. **p < 0,01 entre GDM x GES/NOR

Figura 2: Curva de insulina plasmatica durante o TTOG nos trés grupos avaliados: grupo
diabetes gestacionais (GDM), grupo gestantes saudaveis (GES) e grupo de mulheres nao
gravidas (NOR). *p < 0,05 entre NOR x GDM. **p < 0,01 entre NOR x GES/GDM.

Figura 3: Comparacao entre os valores de HOMA-IR (MATTHEWS et al, 1985) no tempo 0
nos trés grupos avaliados: grupo diabetes gestacionais (GDM), grupo gestantes saudaveis
(GES) e grupo de mulheres ndo gravidas (NOR). *p < 0,05 entre GDM x NOR.

Figura 4: Curva de grelina acilada plasmatica durante o TTOG nos trés grupos avaliados:
grupo diabetes gestacionais (GDM), grupo gestantes saudaveis (GES) e grupo de mulheres
ndo gravidas (NOR). *p < 0,05 entre GDM x GES.
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Figura 2: Insulina durante TTOG
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Figura 3: Resisténcia a insulina
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Figura 4: Grelina acilada durante TTOG
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5 ARTIGO 2: OS ACIDOS GRAXOS LIVRES ESTAO AUMENTADOS NO
DIABETES GESTACIONAL DURANTE O TESTE DE TOLERANCIA ORAL A
GLICOSE (TTOG)

Ricardo Barsaglini Leite*, Guilherme Fagundes Nascimento, Paulo Augusto C. Miranda*, Anelise
Impelizieri Nogueira*, Rodrigo Bastos Foscolo*, Lucas José de Campos Machado *, Candido Celso

Coimbra** e Antonio Ribeiro de Oliveira Junior*

5.1 Resumo

O diabetes gestacional (DMG) é um estado de resisténcia a insulina muito comum, com 0s
acidos graxos livres (AGL) relacionados na fisiopatologia. Sabe-se que os niveis de AGL
elevam-se no terceiro trimestre da gravidez, embora pouco seja relatado sobre o metabolismo
desses niveis nas gestacfes complicadas pelo DMG. O objetivo deste estudo foi avaliar os
niveis dos AGL durante o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) em gestacdes complicadas
pelo DMG. Vinte mulheres gravidas — quatorze com diabetes gestacional (GDM) — e seis
gestantes saudaveis (NOR) foram recrutadas no ambulatorio de obstetricia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e avaliadas durante um TTOG a 100 g de
dextrosol (3h-100g-TTOG). Observamos o declinio significativo dos AGL em ambos 0s
grupos. Entretanto, valores mais elevados de AGL foram observados durante todos os tempos
do TTOG no grupo de pacientes com DMG (GDM), quando comparados a gestantes sem
DMG (NOR) (p < 0,01). Os niveis de AGL declinam durante o TTOG nas pacientes com
DMG (GDM), mas os valores sdo mais elevados, ao longo de todo teste, do que no grupo de
gestante sem DMG (NOR). Estes valores provavelmente se relacionam a resisténcia a
insulina, notadamente aumentada em pacientes com DMG.

Palavras-chave: Acidos graxos livres. Diabetes gestacional. Diabetes melittus. Gravidez.
Metabolismo da glicose. Periodo pos-prandial. Teste de tolerancia oral a glicose.

Conflito de interesse: Ndo ha nenhum conflito de interesse.

* Laboratorio de Endocrinologia e **Laboratorio de Fisiologia, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
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5.2 Introducgéo

O diabetes gestacional (DMG) é uma anormalidade metabd6lica comum que ocorre durante a
segunda metade da gestacéo *. O teste de tolerancia oral & glicose (TTOG) é uma ferramenta
comumente empregada para diagnosticar 0 DMG °. O metabolismo dos carboidratos e o
metabolismo dos lipides € afetado em grau variavel no DMG. A sensibilidade materna a
insulina diminuida, acoplada a uma resposta inadequada da insulina, sdo 0s mecanismos

fisiopatoldgicos subjacentes ao desenvolvimento do diabetes gestacional .

O desenvolvimento da resisténcia a insulina durante a segunda metade da gravidez é uma
adaptacdo fisiologica normal que desvia o metabolismo energético materno do carboidrato
para a oxidacdo dos lipides e poupa, assim, a glicose para o feto em crescimento *. As
gestantes com 0 DMG demonstram um aumento na resisténcia a insulina além do observado
na gestacdo normal °>°. A razdo para a deterioracdo na sensibilidade & insulina ndo é bem
compreendida, embora se acredite que seja o resultado da elevagdo nos niveis de horménios
diabetogénicos, como o horménio lactogénico placentario humano, horménio do crescimento
placentario, cortisol, progesterona e estrogénios "°. Entretanto, acredita-se que os &cidos
graxos livres (AGL) plasmaticos também podem exercer uma acdo no desenvolvimento da

resisténcia a insulina neste momento da gestacao.

Os estudos em seres humanos demonstraram que a elevagdo dos AGL plasmaticos inibem de
forma dose-dependente a captagdo de glicose mediada pela insulina em pessoas diabéticas ou
ndo, resultando em valores glicémicos pés prandiais aumentados °. O aumento nos niveis
plasmaticos de AGL na gestacéo pode ser devido a acdo lipolitica dos hormonios placentarios,
especialmente do hormdnio lactogénico placentario humano (hPL), que alcanca niveis muito
elevados no sangue a partir da segunda metade da gestacéo '°. Interessantemente, as gestantes
com DMG apresentam niveis de AGL mais elevados que mulheres sem DMG *, o que da
suporte a ideia de que os AGL podem desempenhar um papel na patogénese da resisténcia a
insulina no DMG 2. Embora muito seja conhecido sobre mudangas no metabolismo da
glicose durante a gestagéo, pouco foi publicado sobre o metabolismo dos AGL no DMG. Tem
sido demonstrado que os AGL plasmaticos em jejum encontram-se elevados ao final da
gestacéo de pacientes com DMG **** mas nenhum dos estudos explorou as mudancas nos

valores dos AGL plasmaticos durante o TTOG.
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O objetivo deste estudo foi avaliar as concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres
durante o TTOG em pacientes com DMG, em comparag&o a gestacdo normal.

5.3 Métodos

O estudo foi realizado no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais,
onde um grupo de quatorze gestantes com DMG (GDM) e um grupo de seis gestantes sem
DMG (NOR) foram recrutadas a partir de uma amostragem dos ambulatérios de obstetricia.
Todas as mulheres realizaram o teste laboratorial para diabetes gestacional entre a 28° e a 35°
semana de gestacdo, realizando o TTOG com 100 g de dextrosol apos jejum de oito horas

durante a noite.

Nenhuma das pacientes era hipertensa ou utilizava nenhuma medicac¢ao de uso crénico, salvo
vitaminas. Nenhuma alteracdo clinica foi detectada pelo exame clinico e pelas medidas

laboratoriais de rotina, a exce¢do do TTOG.

O protocolo do estudo recebeu a aprovacdo do Comité de Etica Local em Experimentacio
Humana. Cada paciente assinou um termo de consentimento, elaborado em conformidade

com a regulamentaco brasileira em experimentacdo humana (resolugdo 196/96) .

O grupo de pacientes com DMG foi determinado de acordo com os critérios de John B.
O'Sullivan e Claire M. Mahan e das recomendacdes da Associacdo Americana de Diabetes °.
As amostras foram colhidas para glicose plasmatica e acidos graxos livres em jejum no basal
eem1h,2he3hapds asobrecarga oral de dextrosol. Os AGL e a glicose plasmatica foram
determinados em duplicata por ELISA (LINCO, St. Charles, Missouri, EUA) e
quimiluminescéncia  (BIOCLIN/QUIBASA, Belo Horizonte, Minas  Gerais,
Brasil), respectivamente. O coeficiente de variagcdo intraensaio foi menor que 10% para

ambos 0s exames.

Os dados foram expressos como média * o erro padrdo das médias (SEM). Todas as analises
estatisticas foram executadas usando o software Sigma Stat (software 2008, de Systat,
SigmaPlot, para Windows 11.0.0.77, Alemanha). As diferencas entre grupos foram
determinadas pelo teste de analise de variancia bi caudada, seguidas pelo método de Holm-

Sidak. Um valor de p < 0,05 foi considerado como significativo.
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5.4 Resultados

A idade média das gestantes e o tempo de gestacdo medios foram respectivamente 33,56 +
2,21 anos e 32,46 + 0,78 semanas no grupo gestante com DMG (GDM), e 32,00 + 1,37 anos e
31,17 = 0,98 semanas no grupo de gestantes, sem diferenca estatistica. Durante o TTOG, 0s
valores médios plasmaticos da glicemia foram significativamente diferentes no grupo de
gestantes com DMG (GDM) em relacdo ao grupo controle (NOR) (p = 0,003), como

observado na Figura 5.

O grupo de gestantes com DMG (GDM) apresentou niveis plasmaticos mais elevados de
AGL no basal quando comparado ao grupo de gestantes sem DMG (NOR) (p < 0,05)
conforme se observa na Figura 6. Os niveis de AGL plasmaticos foram suprimidos durante o
TTOG em ambos os grupos, com uma diminuicdo significativa do basal aos 60 minutos (p <
0,001). A analise estatistica das curvas de AGL durante o TTOG mostram diferencas
significativas entre o grupo de gestantes com DMG (GDM) e o das gestantes sem DMG
(NOR) (p < 0,001).

5.5 Discussao

O DMG é descrito como uma condicdo de defeitos multiplos na acdo da insulina associado
com compensacdo inadequada a resisténcia a insulina. Estes defeitos variam desde a
regulacdo inadequada da producdo e captacdo da glicose aos defeitos na funcdo pancreética da
célula beta *”. A exposicdo aumentada aos AGL é envolvida na patogénese da resisténcia a
insulina e na reducéo da secrecdo de insulina estimulada pela glicose (GSIS) 8. Este estudo
mostra que gestantes com DMG apresentam niveis de AGL plasmaticos no terceiro trimestre
da gestacdo que excedem aqueles da gestacdo normal, na linha de base e em todos os tempos
do TTOG.

Foi também demonstrado que a curva de AGL plasmaticos apds o TTOG no diabetes
gestacional é diferente, significativamente, da curva na gestacdo normal. Isto pode ser
explicado pela supressdo reduzida da lipdlise a sobrecarga glicémica, potencialmente
relacionada a niveis mais elevados do hPL humano que excede o observado na gestacdo
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normal neste grupo de pacientes. Além disso, outros horménios placentéarios encontram-se
com valor mais elevado no terceiro trimestre de gestagdes complicadas pelo DMG *, tais
como o horménio do crescimento placentario humano %; poderiam, assim, também estar

envolvidos nos niveis elevados de AGL plasmaticos nestas pacientes.

Mclachlan et al. demonstraram, avaliando mulheres ndo gravidas com historia pregressa de
DMG, uma susceptibilidade a reducéo lipide induzida da secrecéo de insulina induzida pela
glicose (GSIS) nas mulheres que necessitaram de insulina para o tratamento do diabetes
gestacional ?*. Chan et al. encontraram valores mais elevados de glicerol e 3-OH-butirato —
mas ndo &cidos graxos ndo esterificados — durante o TTOG em mulheres com histéria
pregressa de DMG #. Estes dados apontam que possiveis predisposices a alteracdes no

metabolismo lipidico podem ter um papel na fisiopatologia do DMG.

Constata-se, pois, que os niveis de AGL plasmaticos sdo mais elevados em gestantes com
DMG tanto na linha de base em jejum como durante todos os tempos do TTOG. Acreditamos
que estes niveis mais elevados de AGL durante 0 TTOG no grupo de gestante com DMG
possivelmente colaboram para a resisténcia insulinica aumentada observada neste grupo de

pacientes.

5.6 Legendas

Figura 5: Curva glicémica durante o TTOG nos dois grupos avaliados: grupo diabetes
gestacionais (GDM), grupo gestantes saudaveis (GES). **p < 0,01 entre GDM x GES.

Figura 6: Curva dos niveis de AGL durante o TTOG nos dois grupos avaliados: grupo
diabetes gestacionais (GDM), grupo gestantes saudaveis (GES). *p < 0,05 entre GDM x
GDM. **p < 0,01 entre GDM x GES.



5.7 Figuras

Figura 5: Glicose durante TTOG
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Figura 6: Acidos graxos livres durante TTOG
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A gestacdo é associada a um aumento da ingesta energética e também a um aumento gradual
da resisténcia a insulina.”™" No diabetes gestacional (DMG), ocorre indubitavelmente um
aumento exacerbado desta resisténcia, o que o torna um bom modelo de estudo para varios
integrantes do metabolismo energético, assim como do metabolismo dos carboidratos e
lipides, os quais se alteram nesta condi¢cdo. Avaliamos nos estudos apresentados duas
variaveis importantes: os acidos graxos livres (AGL) e a grelina acilada ou ativa, ndo apenas

em jejum, mas de forma dindmica apos a sobrecarga de glicose.

Nossa hipotese era de que as gestantes com DMG apresentariam altera¢Ges significativas nos
valores de grelina acilada e nos AGL durante o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG),
diante da resisténcia a insulina aumentada nestas gestantes. Esta hipOtese mostrou-se
verdadeira diante dos dados apresentados nos dois artigos. Avaliamos também o
comportamento da grelina acilada e dos AGL neste grupo de gestantes, 0 que a0 nosso

conhecimento é inédito.

Os valores de AGL foram significativamente mais elevados nas gestantes com DMG durante
a sobrecarga oral de glicose, em comparacgdo com a gestante normal no artigo apresentado. As
gestantes com e sem DMG apresentaram supressdo dos AGL aos 60 minutos, apds a
sobrecarga de dextrosol, de forma significativa, mas mantendo a diferenga entre os grupos. Os
AGL plasmaticos tém, conhecidamente, relacdo direta com a patogénese da resisténcia a
insulina. Seus valores elevados no terceiro trimestre podem ser relacionados ao aumento da

lipdlise,™™ desencadeada pelo aumento dos hormdnios placentarios.

Ao avaliarmos a grelina acilada, ndo encontramos diferencas entre gestantes com ou sem
DMG ou em mulheres ndo gestantes pareadas na idade e IMC no basal em jejum, mas ao
avaliarmos durante a sobrecarga de glicose notamos uma diminuicao significativa nos seus
valores no grupo de gestantes com DMG aos 60 minutos, em comparacao as gestantes sem
DMG.

XXViii
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Os dados sobre grelina e gestagdo na literatura ainda s&o inconclusivos e, assim como 0S
dados sobre grelina acilada apds sobrecarga oral de glicose em gestantes com DMG, ainda
ndo foram apresentados. Estudos sobre a grelina total durante a gestacdo sem DMG
apresentam variacdo nos valores plasmaticos em jejum durante os trimestres, com um
aumento nos valores no segundo trimestre, coincidindo com o maior ganho de peso da
gestante neste periodo e um valor mais baixo no altimo trimestre, fato relacionado

X Quanto a grelina acilada, estudo recente em

possivelmente a maior resisténcia a insulina.
gestantes descreve valores mais baixos na gestacdo em jejum tanto nas gestantes sem DMG
guanto nas gestantes com DMG. Porém, ao medir a grelina acilada no puerpério das mesmas
pacientes, estas apresentaram valores bem mais elevados de grelina acilada.” Nossos dados
ndo corroboram com este dado; devemos ressaltar que nosso grupo de mulheres ndo gestantes
foi pareado em IMC e idade, fatores sabidamente importantes na determinacdo dos valores
plasmaéticos, e ndo encontrava-se em periodo puerperal, o que poderia explicar a diferenca de

resultados comparados aos outros estudos.

Outro dado relevante apresentado é a ndo supressao pela sobrecarga oral de glicose da grelina
acilada em nenhum grupo, diferentemente do descrito para grelina total na gestacdo e nas
mulheres ndo gestantes em testes pés-refeigéo.xxx" Sabemos que a grelina total apresenta
supressao varidvel dependendo do tipo de alimentacdo; assim, a sobrecarga com 75 g de

dextrosol pode ter sido insuficiente para a adequada supresséo.

Os valores de grelina acilada obtidos no TTOG entre os grupos de gestantes com DMG e sem
DMG apresentaram diferenca significativa aos 60 minutos apds o dextrosol. Os estudos

prévios em gestantes com diabetes gestacional® " ndo demonstraram diferencas tanto em
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jejum quanto apos teste de refeicBes mistas nos niveis de grelina total ou acilada. Em nosso
grupo de gestantes com DMG a resisténcia a insulina é bem significativa, o que é
demonstrado pelo HOMA-IR, enquanto os estudos citados apresentam grupos de diabetes
gestacionais com quadros mais brandos, o que talvez explique a diferenca nos resultados. A
regulacdo da grelina acilada tem uma correlacdo negativa com a sensibilidade a insulina e

XXXV

cortisol e positiva para leptina, o que corrobora com nossa explicacao.

A grelina acilada apresenta papel importante no controle energético e possivelmente tem um
papel no metabolismo glicémico. Os valores de grelina acilada significativamente inferiores
no TTOG do grupo DMG, em relagdo a gestacdo sem DMG apresentados no primeiro
trabalho, nos direciona para a possivel participagdo deste horménio na fisiopatologia do
diabetes gestacional. Estudos com um maior nimero de pacientes e avaliagdo concomitante

de grelina des-acilada podem clarear esta possibilidade.

Os dois trabalhos apresentados contribuem um pouco mais para a melhor compreenséo do
estado pos-prandial e regulagdo do metabolismo glicémico, lipidico e energético durante a
gestacdo normal e de portadoras de DMG. Também acrescentam dados na avaliacdo da
resisténcia a insulina fisiologica da gestacédo e de sua exacerbacdo patoldgica, como ocorre no

diabetes gestacional.

gestational diabetes: relationship with cholinesterase. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2009
May;296(5):E1093-100.
©xV Kempa A, Krzyzanowska-Swiniarska B, Miazgowski T, Pilarska K. Not insulin but insulin sensitivity,
leptin, and cortisol are major factors regulating serum acylated ghrelin level in healthy women. J Endocrinol
Invest. 2007 Sept;30(8):659-65.
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ANEXO 1: CIRCULATING ACYLATED GHRELIN LEVELS DURING OGTT TEST
IN GESTATIONAL DIABETES

Ricardo Barsaglini Leite, Guilherme Fagundes Nascimento, Mariana Ferreira Bizzi, Paulo Augusto
C. Miranda, Anelise Impelizieri Nogueira, Rodrigo Bastos Foscolo and Antonio Ribeiro de Oliveira

Junior*

Abstract

The Ghrelin is a 28-amino acid peptide predominantly produced by the stomach, but it’s also
detectable in many tissues with a multiplicity of physiological functions affecting food intake,
energy, glucose homeostasis, and others. The ghrelin levels usually rise in pre-prandial time
and lower after meals. However, this post-prandial suppression may be blunted in
pathological conditions like obesity, diabetes and other insulin resistant conditions. Insulin
sensitivity decreases during late pregnancy, and gestational diabetes represents a state of
increased insulin resistance in pregnancy. Ghrelin seems to exert a tonic inhibitory regulation
on insulin secretion through its acylated form. A total of 28 pregnant women underwent an
oral glucose tolerance test (75g-2h-OGTT) after the 24™ week of pregnancy — 15 with
gestational diabetes (GDM) and 13 with healthy pregnancy (GES) —, and another 13
nonpregnant healthy women were recruited to undergo an OGTT as controls (NOR). Samples
were withdrawn at baseline, 60 and 120 minutes, and glucose, insulin and active ghrelin were
determined. There were no significant baseline differences among groups. Active ghrelin in
GDM was lower during OGTT when compared to GES and NOR, especially at 60 minutes (p
< 0.01). We have showed for the first time that acylated ghrelin has similar values in healthy
nonpregnant and pregnant women, although acylated ghrelin may be even more decreased in
GDM during OGTT.

Keywords: Gestational diabetes. Active ghrelin. Glucose metabolism. Pregnancy. Diabetes.

Running title: Acylated ghrelin levels in gestational diabetes.

* Laboratory of Endocrinology, Federal University of Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brazil.
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Introduction

The Ghrelin is a 28-amino acid peptide predominantly produced by the stomach, first
characterized as a natural ligand of GH secretagogue receptor type la (GHS-R1a), which
displays strong GH-releasing activity *. GHS-R1la was predominantly expressed in the
pituitary and at much lower levels in the thyroid gland, pancreas, spleen, myocardium, and
adrenal gland. In contrast, ghrelin was found in the stomach, but it was also shown to be
highly expressed in several other organs and tissues 2. The ghrelin shows a multiplicity of
physiological functions affecting food intake, energy and glucose homeostasis,
gastrointestinal, cardiovascular, pulmonary and immune function, cell proliferation and
differentiation, and bone physiology 3. The ghrelin is the first known natural hormone in
which the hydroxyl group of one of its serine residues is acylated by n-octanoic acid. This
acylation is essential for binding to the GHS-R1a, for GH releasing, and also likely for its

other endocrine actions *.

Fasting plasma ghrelin concentrations are negatively correlated with body mass, and they rise
in pre-prandial time and lower after meals °, reaching a nadir of 69% of the baseline levels
after a meal ®. Ghrelin levels are up-regulated under conditions of negative energy balance
and down-regulated in the setting of positive energy balance, suggesting the involvement of
ghrelin on regulation of meal initiation and energy balance. This post-prandial suppression
has been described to be blunted in many pathological conditions such as obesity, diabetes
and other insulin resistant conditions, including acromegaly and polycystic ovary syndrome "
% Indeed, ghrelin correlates inversely with both insulin resistance and fasting insulin
concentration . On the other hand, insulin sensitivity decreases progressively during late
pregnancy, and gestational diabetes supervene, in those who cannot overcome this insulin

resistance by increasing insulin secretion *%.

1314 \while

Many authors suggest that insulin acts as negative feedback on ghrelin secretion
others disagree *°. Notably, ghrelin seems to exert a permissive action upon glucose-induced
insulin secretion as a tonic inhibitory regulation through its active peptide °. It has also been
imputed to acyl ghrelin an increase in human glucose levels by rising hepatic glucose output
7 Nevertheless, this action is prevented by des-acyl ghrelin 8, that is why it is so important
to analyze ghrelin action pattern and regulation by its acylated form in glucose metabolism.

Although much has been studied on acyl ghrelin, little is known about its secretion in
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pregnancy, especially in gestational diabetes. The aim of this study was analyze the dynamic
pattern of acyl ghrelin during oral glucose tolerance test (OGTT) in pregnant women with

gestational diabetes, a frequent well known condition of insulin resistance.

Methods

Subjects

A total of 43 women were recruited from the gestational diabetes outpatients’ clinic and from
gynecology and obstetrics outpatient ward when they underwent an oral glucose tolerance test
(759-2h-OGTT) after the 24™ week of pregnancy. Women with any chronic disease, in use of
any medication including hormonal contraceptives or smoking habitus were promptly

excluded from the study.

A total of 30 pregnant women were included in the study. Pregnant subjects were assigned
based on the American Diabetes Association (ADA) Fourth Workshop Conference Criteria

for Gestational Diabetes *°

to two groups according to results from OGTT: gestational
diabetes (GDM: two or more abnormal glucose values in OGTT) or normal glucose tolerance
(GES: no abnormal glucose values on OGTT). Another 13 nonpregnant healthy women,

matched to age and BMI to the two other groups, were recruited as controls (NOR).

The study protocol was approved by the local Ethics Committee on Human Experimentation.
Each patient signed a term of informed consent in compliance with the Brazilian Regulation
on Human Experimentation (Resolution 196/96) %°.

Laboratory procedures: All OGTTs were performed between 7:00 and 8:00 in the morning
following an overnight fast. A blood sample was withdrawn for baseline glucose, insulin and
acylated ghrelin followed by ingestion of 75 g dextrosol. Blood samples were drawn at 60 and
120 minutes for the same measures. Plasma samples were collected in chilled EDTA tubes,
immediately centrifuged and stored at -70 °C until analysis. Acylated Ghrelin was measured
by using commercial Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kit (Millipore,
EZGRA-88K, St. Charles, Missouri, U.S.A). Insulin was also measured utilizing an ELISA
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kit, and glucose levels were determined by glucose oxidase method (BIOCLIN/QUIBASA,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). All samples were measured in duplicate.

Statistical analysis

Data are given as mean + standard error of the mean (SEM). Glucose, insulin, HOMA-IR

(Homeostasis Model Assessment — Insuline Resistance) index 2

, and acyl ghrelin were
compared among groups by repeated measures two way ANOVA followed by Holm-Sidak
method. A p value < 0.05 was taken as significant. All statistical analyses were performed by
using Sigma Stat software (Systat software 2008, SigmaPlot for Windows 11.0.0.77,

Germany).

Results

The GDM and GES groups exhibited similar gestational weeks (GDM 29.29 + 2.58; GES
30.00 + 3.68).

As displayed in Figure 1, the three groups (GDM, GES, NOR) showed significant different
glucose levels curves during OGTT among groups (p < 0.05). The baseline levels were
already different among groups, and GDM showed the highest values while GES showed the
lowest of the values (p < 0.05). Moreover, GDM exhibited higher values than GES and NOR
in all experimental time points (p < 0.001). GES and NOR groups did not show otherwise

significant differences in glucose levels after glucose overload.

As shown in Figure 2, the baseline insulin levels in GDM and GES groups showed higher
values when compared to the NOR group, reaching significance for comparisons with GDM
(p < 0.05). At 60 min, there were no significant differences among groups. However, at 120
min, both GDM and GES showed higher significant values when compared to NOR group.
The HOMA-IR index analysis in Figure 3 shows, as expected, that the groups of pregnant
women exhibit higher HOMA-IR, although significance could be detected only when GDM
was compared to the NOR group (p < 0.05).
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As displayed in Figure 4, acylated ghrelin showed a tendency towards lower baseline values
in GDM when compared with GES and NOR groups. Interestingly, either normal gestation or
gestation complicated by gestational diabetes did not change significantly the acylated ghrelin
levels during OGTT. However, the two gestational groups differs at 60 min. when the GDM
group showed lower acylated ghrelin levels (p < 0.006). The analyses of the three curves
show a significant difference between GDM and GES by the two way ANOVA repeated

measures (p < 0.01).

Discussion

Acylated ghrelin has an important role in fuel metabolism and glucose metabolism as a strong
orexigenic hormone and tonic insulin inhibitor among other actions % 2*?* Pregnancy is
likewise a condition associated with an increase in food intake which is coupled to a
progressive increase in insulin resistance ?®*’. Our data revealed that acylated ghrelin showed
similar baseline values among groups of gestation and nonpregnant. The analysis of the
OGTT dynamic data shows that acylated ghrelin is lower in gestational diabetes when
compared to normal gestation or nonpregnant controls, especially at 60 min, suggesting a role
for this peptide in pregnancy. None of the groups showed suppression after glucose overload
in acylated ghrelin. Nevertheless, inconclusive data have been reported on changes in ghrelin

26, 28-30

during gestation and, to the best of our knowledge, this is the first report on a dynamic

acylated ghrelin study during OGTT in pregnancies complicated by gestational diabetes.

Studies have recently reported on total ghrelin levels in pregnancy, and total ghrelin has
currently been described to be lower in pregnancy when compared to nonpregnant women
% Riedl et al. showed an approximately 65% decrease in both baseline and 60 minutes total
ghrelin after OGTT in the third trimester of pregnancy when compared to postpartum period
2° Indeed, the week of gestation is very important to ghrelin values, as ghrelin levels may
change among the trimesters *'. Fuglsang et al. showed in a prospective study that total
ghrelin levels peaked in week 18 and the lowest levels were observed in late third trimester,
with a mean decrease of 27,7% 3. Similar results were shown to acylated ghrelin during
pregnancy by Palik et al., who showed a significant increase in acylated ghrelin levels in the

second trimester, with values that were even higher than observed in nonpregnant controls,
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followed by a significant decrease in third trimester 2. Similarly, Tham et al. have recently

shown lower acylated ghrelin values in pregnancy when compared to postpartum values *.

Unexpectedly, we observed in our study that baseline fasting acylated ghrelin did not differ
significantly between gestation groups and controls. However, our study compares acylated
ghrelin among pregnant groups and nonpregnant women matched by age and body mass
index, which might explain the observed differences to other studies which did not take it into

consideration.

We could not observe significant changes in acylated ghrelin values after glucose overload in
all groups, showing that the acylated peptide does not change during a glucose overload.
Thus, although total ghrelin is usually described as suppressed in postprandial states either in

gestation or not ** 3%

, our data on acylated ghrelin following glucose overload do not
support the same conclusion, suggesting that acylated ghrelin is differently regulated.
However, the gestational diabetic group shows a further decrease in acylated ghrelin levels
after 60 min in OGTT when compared to the other groups, possibly due to the increased

insulin resistance observed in this group of women.

Studies on postprandial acylated ghrelin are scarce and inconclusive, and they generally use a
meal test. Sodowski et al. showed, after a mixed meal test, a significant suppression in
acylated ghrelin in obese and lean pregnant women but not in morbidly obese pregnant **.
Zwirska-Korczala et al. did not show otherwise acylated ghrelin suppression after a meal test
in obese women *. Tham et al. described a significant decrease in acylated ghrelin during
pregnancy and postpartum period by using a mix meal *. In our study, it is possible that 75 g

glucose may not be sufficient to suppress acylated ghrelin.

During pregnancy, insulin resistance is a normal physiological adaptation, and we could
though argue that lower acylated ghrelin levels might be another adaptation to pregnancy. It is
well known that insulin sensitivity, cortisol and leptin are major important factors regulating
acylated ghrelin regulation *. Our data are then comparable to the higher insulin values and
lower ghrelin levels observed in obesity, diabetes and other insulin resistant states 2> *.
Indeed, our GDM group showed higher plasma glucose than GES group with similar plasma
insulin values, and lower insulin sensitivity as assessed by HOMA, which may explain the

significant lower acylated ghrelin levels in this group of patients.
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In conclusion we show that acylated ghrelin has similar values in healthy women, healthy
pregnant, and gestational diabetes when matched for age and BMI. Our data also show lower
acylated ghrelin values in GDM when compared to GES group during a glucose challenge.
We could hypothesize that higher insulin resistance in gestational diabetes group might
explain the observed lower ghrelin levels. Future studies enrolling a larger number of patients
and with determinations of des-acyl ghrelin in the same samples would better clarify the

issue.

Legends

Figure 1. Chart shows glycemic curve during OGTT in the tree groups: gestational diabetes
mellitus (GDM), healthy pregnancy (GES) and no pregnant women (NOR). *p < 0.05 GDM x
GES/NOR. **p < 0,01 GDM x GES/NOR.

Figure 2. Chart shows plasmatic insulin curve during OGTT in the three groups: gestational
diabetes (GDM), healthy pregnancy (GES) and no pregnant women (NOR). *p < 0.05 NOR x
GDM. **p < 0.01 NOR x GES/GDM.

Figure 3. Comparison of HOMA-IR (MATTHEWS et al, ) values at time point 0, in the three
groups: gestational diabetes (GDM), healthy pregnancy (GES) and no pregnant women
(NOR).*p < 0,05 GDM x NOR.

Figure 4. Chart shows plasmatic acylated ghrelin curve during OGTT in the three groups:
gestational diabetes (GDM), healthy pregnancy (GES) and no pregnant women (NOR). *p <
0.05 GDM x GES.
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Figure 1: Glucose during OGTT
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Figure 2: Insulin during OGTT
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Figure 3: Insuline resistance
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Figure 4: Acyl ghrelin during OGTT
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ANEXO 2: FREE FATTY ACIDS (FFA) ARE INCREASED IN GESTATIONAL
DIABETES DURING ORAL GLUCOSE TOLERANCE TEST (OGTT)

Ricardo Barsaglini Leite*, Guilherme Fagundes Nascimento, Paulo Augusto C Miranda*, Anelise
Impelizieri Nogueira*, Rodrigo Bastos Foscolo*, Lucas José Campos Machado*, Céandido Celso

Coimbra** and Antonio Ribeiro de Oliveira Junior*

Abstract

Gestational diabetes is a common insulin resistant state, and high free fat acids (FFA) levels
are involved in pathophysiology of insulin resistance. It is known that FFA levels are elevated
on the third trimester of pregnancy, although little has been reported on FFA metabolism in
pregnancies complicated by gestational diabetes. The aim of this study was to evaluate plasma
FFA in OGTT tests of pregnancies complicated by gestational diabetes mellitus. Twenty
women, 14 gestational diabetics (GDM) and 6 healthy pregnant (NOR), were recruited from
the obstetric ward and evaluated by a 3h 100g-OGTT. We observed significant decline in
FFAs in both groups. However, higher FFA values could be observed during all time points in
OGTT test in GDM group when compared to healthy pregnant (P < 0.01). Therefore,
although FFA levels decline during OGTT in GDM group, levels are still higher than in
healthy pregnant group. These higher values might collaborate with major insulin resistance
in GDM patients.

Keywords: Diabetes mellitus. Free fatty acids. Gestational diabetes mellitus. Glucose
metabolism. Insulin resistance. Postprandial period. Pregnancy. Oral glucose tolerance test.
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Introduction

Gestational diabetes is one of the most common metabolic abnormalities occurring during late
pregnancy . The oral glucose tolerance test (OGTT) is a common utilized tool employed

either to diagnose gestational diabetes in pregnancy or to monitor the kinetics of glucose and

*Laboratory of Endocrinology and **Laboratory of Physiology, Federal University of Minas Gerais (UFMG),
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil
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insulin for scientific purposes 2. Insulin-regulated carbohydrate and lipid metabolism are all
affected to a variable degree in gestational diabetes. Decreased maternal insulin sensitivity
coupled to an inadequate insulin response is the pathophysiological mechanisms underlying

the development of gestational diabetes *.

The development of insulin resistance during late pregnancy is a normal physiological
adaptation that shifts maternal energy metabolism from carbohydrate to lipid oxidation and

thus spares glucose for the growing fetus *

. Women with gestational diabetes mellitus
demonstrate an increase in insulin resistance beyond the observed in the normal pregnant state
>® The reason for deterioration in insulin sensitivity is not well understood, although it has
been generally assumed to be the result of rising blood levels of diabetogenic hormones,
including human placental lactogen, human placental growth hormone, cortisol, progesterone
and estrogens 8. However, there are reasons to believe that plasma free fatty acids (FFA)

may play a role in the development of insulin resistance in late pregnancy.

Studies in humans have demonstrated that physiological elevation of plasma FFA inhibit dose
dependently insulin-stimulated glucose uptake in both normal men and type 2 diabetes
patients °. Increases in plasma FFA levels may be due to the lipolytic action of placental
hormones, notably human placental lactogen (hPL) which reach very high blood levels during

late gestation *°

. Interestingly, women with gestational diabetes have levels of FFA that
exceed those of healthy pregnant controls **, supporting the idea that FFA may play a role in
the pathogenesis of insulin resistance in gestational diabetes *2. Although much is known on
the changes in glucose metabolism during gestation, little has been published on free fatty
acids (FFA) metabolism in gestational diabetes. It has been shown that fasting FFA levels are
elevated in late diabetic pregnancy >4, but none of the studies have explored the changes in

FFA levels in oral glucose tolerance tests (OGTTS).

The aim of this study was to evaluate plasma FFA concentrations during OGTT in gestational
diabetic patients as compared to normal gestation in order to get new insights into the
pathophysiology of gestational diabetes.
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Methods

The study was performed in Clinic’s Hospital of Federal University of Minas Gerais where
GDM (n = 14) and healthy pregnant (n = 6) women were recruited from a convenient sample
of obstetric outpatients. All women underwent a test for GDM between 28 and 35 weeks

gestation, which involved a 3h-100g-OGTT following an overnight 8h fasting.

The study protocol received approval from the local Ethics Committee on Human
Experimentation. Each patient signed a term of informed consent in compliance with the

Brazilian Regulation on Human Experimentation (Resolution 196/96) .

GDM were diagnosed according to the OGTT criteria of John B. O'Sullivan and Claire M.
Mahan and American Diabetes Association recommendations *°. Samples were withdrawn for
plasma glucose and FFA determinations at baseline, 1, 2 and 3h hour after glucose overload.
Plasma glucose and FFA were measured in duplicate by ELISA (Millipore, EZGRA-88K, St.
Charles, Missouri, U.S.A) and glucose oxidase (BIOCLIN/QUIBASA, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil) respectively. The intra-assay coefficient of variation was less than 10% for

both assays.

None of the patients were hypertensive and they were not in use of any medicines but
vitamins. No clinical alterations could be detected in any pregnant patient through a careful
physical examination and routine laboratory measurements other than OGTT.

Data were expressed as means + standard error of the mean (SEM). All statistical analyses
were performed by using Sigma Plot software (Sigma Plot for Windows 11.0.077, copyright
2008 Systat Software, Inc.). The differences between groups were determined by repeated
measures two-way ANOVA, followed by Holm-Sidak method. A p value < 0.05 was taken as
significant.

Results

The mean age and gestation week were respectively 33.56 £ 2.21 years and 32.46 + 0.78

weeks gestation in GDM group, and 32.00 + 1.37 years and 31.17 £+ 0.98 weeks gestation in
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the healthy pregnant groups (p > 0.05 for both comparisons). During OGTT, the glucose
curves were significantly different as expected to the diagnosis of gestational diabetes relative
to controls (p = 0.003) (Figure 5).

GDM showed significant higher plasma FFA in basal state when compared to controls (p <
0.05) (Figure 6). FFA levels were suppressed during OGTT with a significant decrease in
both groups from basal to 60 min (p < 0.001). The analysis of the FFA curves during OGTT
shows that were different between GDM groups and healthy pregnancy, controls group (p <
0.001).

Discussion

Gestational diabetes has been described as a condition of multiple defects in insulin action
together with impaired compensation for insulin resistance. These defects range from
deregulation of glucose production, glucose clearance, to defects in pancreatic beta-cell
function '”. Excess exposure to fatty acids is also involved in the pathogenesis of insulin
resistance and impaired glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) 8. We show here that
women with gestational diabetes have levels of FFAs in late pregnancy that exceed those of

normal gestation, both at baseline and all time OGTT points.

We have showed here that the FFA curve during TTOG in GDM group is significantly
different from the curve of normal gestation. This may be explained by impaired lipolysis
suppression after glucose overload, potentially related to higher levels of human placental
lactogen hormone exceeding the observed in normal pregnancy in these group of patients.
Furthermore, other higher placental hormones in the third trimester of GDM pregnancies *°,
such as human placental growth hormone ?°, could also be involved in the higher FFA levels
in these patients and major insulin resistance and impaired glucose stimulated insulin release

(GSIS) compared to normal pregnancy.

Mclachlan et al. reported that susceptibility to lipid-induced reduction in GSIS are found in
women with previous gestational diabetes whose required insulin . Chan et al. found higher
levels of glycerol and 3-OH butyrate but not non-esterified fatty acids (NEFA) were found

during OGTT in women with previous gestational diabetes %°. These data already show that
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previous abnormalities of lipid metabolism might have a role in pathophysiologic of
gestational diabetes.

In conclusion, FFA levels are higher in gestational diabetes both at fasting baseline as well as
during all OGTT time points. We though argue that these higher FFA levels during OGTT in

GDM group accounts for the major insulin resistance observed in this group of patients.

Legends

Figure 5: Glycemic curve during OGTT in the two groups: group gestational diabetes
(GDM), healthy pregnancy (GES). **p < 0.01 GDM x GES.

Figure 6: Plasmatic free fat acids (FFA) curve during OGTT in the two groups: group
gestational diabetes (GDM), healthy pregnancy (GES). *p < 0,05 GDM x GDM. **p < 0.01
GDM x GES
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Figure 5: Glucose during OGTT
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Figure 6: Free fat acids (FFA) during OGTT
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	Resumo

	O diabetes gestacional é sabidamente um estado de resistência à insulina. Torna-se, portanto, um excelente modelo para o estudo do comportamento de diversas variáveis metabólicas que apresentam alteração com relação à resistência insulínica. Essas var...
	O objetivo do primeiro artigo deste trabalho é avaliar o comportamento da grelina acilada durante o TTOG em gestantes com e sem alteração no metabolismo glicêmico. A grelina é um hormônio peptídico produzido principalmente pelo estômago e seu receptor...
	Para tal, foram recrutadas 41 mulheres: 28 gestantes realizaram o teste de tolerância oral à glicose (75g-2h-TTOG) após a 24a semana de gestação, enquanto outras treze mulheres saudáveis voluntárias, pareadas para o índice de massa corporal, também re...
	A grelina acilada não apresentou diferença estatística entre os grupos no estado basal. Os grupos avaliados também não apresentaram variação estatística nos valores de grelina acilada durante o teste de tolerância oral à glicose, se comparado aos seus...
	Mostramos, assim, pela primeira vez, que a grelina acilada não apresenta supressão à sobrecarga de glicose na gestação com ou sem diabetes gestacional e em mulheres não gestantes pareadas para o índice de massa corporal. No entanto, a grelina acilada ...
	Altos valores de ácidos graxos livres são descritos como relacionados à fisiopatologia da resistência à insulina. Os ácidos graxos livres foram anteriormente descritos como elevados no terceiro trimestre de gestação.
	O objetivo do segundo artigo foi avaliar os ácidos graxos livres na gestação normal e complicada pelo diabetes gestacional, durante o teste de tolerância oral à glicose. Vinte mulheres – quatorze com diabetes gestacional e seis gestantes saudáveis – f...
	Palavras-chave: Diabetes gestacional. Ácidos graxos livres. Grelina. Grelina ativa. Grelina acilada. Metabolismo glicêmico. Gestação. Diabetes.
	ABSTRACT

	The gestational diabetes is admittedly an insulin resistant state. It is thus an excellent model to study the pattern of many metabolic values that show differences in insulin resistants states. These differences occur during both the fasting state an...
	The objective of our first study is to analyze the acylated ghrelin behavior during OGTT in pregnant women with and without glycemic metabolism disturbance. Ghrelin is an amino acid hormone predominantly produced by stomach, and its receptor GHS-R1a i...
	For that purpose, a total of 41 women were recruited: 28 pregnant women underwent a routine oral glucose tolerance test (75g-2h-OGTT) after the 24th week of pregnancy, while another group of 13 non pregnant healthy volunteer women, matched to age and ...
	Acylated ghrelin did not show statistical difference in baseline values among groups. None of the groups show significant suppression of acylated ghrelin during OGTT, when compared with its basal acylated ghrelin levels. However, when we compared the ...
	We have showed, for the first time, that acylated ghrelin was not suppressed during glucose overload in the pregnancy with or without gestational diabetes nor in pregnant women matched by BMI. Nevertheless, acylated ghrelin showed lower values at 60 m...
	High free fat acids levels are described to be involved in the physiopathology of insulin resistance. Free fat acids were described to be elevated at the third trimester of pregnancy. The objective of the second study was to evaluate the plasma free f...
	A total of 20 pregnant women – 14 pregnant with gestational diabetes and 6 healthy pregnant during third trimester – underwent an oral glucose tolerance test (100g-3h-OGTT). Blood samples were drawn for the determination of glucose and free fat acids ...
	We showed significant decline in free fat acids values in both groups from fasting to 60 minutes (p < 0.05). The gestational diabetes group showed higher free fat acids values during all curve points, with significant difference by Two Way ANOVA Repea...
	Keywords: Active ghrelin. Acylated ghrelin. Diabetes mellitus. Free fat acids. Gestational diabetes. Ghrelin. Glycemic metabolism. Pregnancy.
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