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RESUMO

Introdug@o: As incretinas sdo hormonios produzidos pelas células intestinais que atuam no
pancreas estimulando a secre¢do de insulina. O GLP-1 € o principal representante desses
hormonios. Estudos revelam que os niveis desse peptideo estdo diminuidos em pacientes com
diabete melito tipo 2. Objetivo: Descrever o comportamento do GLP-1 durante a gestacao em
mulheres ndo diabéticas. Pacientes e Método: Trata-se de estudo descritivo longitudinal
prospectivo elaborado para andlise dos niveis plasmaticos de GLP-1 no primeiro, segundo e
terceiro trimestre da gestacdo, no jejum e 30 minutos apds refeicao de 401 kcal. Resultados: A
mediana do GLP-1 no jejum foi de 3,15 pmol/L, 3,16 pmol/L e 3,28 pmol/L no primeiro,
segundo e terceiro trimestres, respectivamente. No periodo pds-prandial, os valores do
primeiro, segundo e terceiro trimestre foram de respectivamente 3,95 pmol/L, 3,94 pmol/L e
4,60 pmol/L. A andlise estatistica ndo demonstrou diferenga significativa entre os resultados.
Conclusao: Os resultados sugerem que ndao ha alteracdo dos niveis de GLP-1 durante a
gestacao em mulheres nao diabéticas.

Palavras-chave: Incretinas; GLP-1; gestantes, diabete gestacional.



ABSTRACT

Introduction: Incretin hormones are produced by intestinal cells that act by stimulating the
pancreas to secrete insulin. GLP-1 is the main representative of these hormones. Studies show
that levels of this peptide are decreased in patients with type 2 diabetes mellitus. Objective:
To describe the behavior of GLP-1 during pregnancy in non diabetic women. Patients and
Method: This is a prospective longitudinal descriptive study prepared for analysis of plasma
levels of GLP-1 in the first, second and third trimester of pregnancy, fasting and 30 minutes
after meal of 401 kcal. Results: The median fasting GLP-1 was respectively 3.15 pmol/L, 3.16
pmol/L and 3.28 pmol/L in the first, second and third quarters. In the postprandial period, the
values of the first, second, and third quarter were respectively 3.95 pmol/L, 3.94 pmol/L and
4.60 pmol/L. Statistical analysis showed no significant difference between the results.
Conclusion: The results suggest that there is no change in the levels of GLP-1 during
pregnancy in non diabetic women.

Key-words: Incretin, GLP-1, pregnant, gestational diabetes.
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1 INTRODUCAO

Durante a gravidez o corpo da mulher sofre vérias modificacdes para adaptar-se ao
embrido e a placenta e assegurar o desenvolvimento adequado do feto. Ocorrem adaptagcdes
hemodinamicas, metabdlicas e nutricionais. Dentre as alteracdes hemodinamicas destacam-se
a vasodilatacdo sist€émica e utero-placentdria, o aumento do débito e trabalho cardiaco, do

fluxo plasmatico renal e da ventilagao pulmonar (REZENDE; MONTENEGRO, 2006a).

Durante a gesta¢do normal as altera¢des hormonais e metabdlicas ocorrem em resposta ao
aumento na demanda de nutrientes, tanto do feto como da mae. Dentre estas, destacam-se a
elevacao dos niveis de estrogénios, prolactina, hormoénio lactogénio placentario, progesterona
e cortisol circulantes, que resultam em insulino-resisténcia. Estas adaptacdes metabdlicas e
hormonais modificam a homeostase no sentido de aumentar a produg¢do e diminuir a
utiliza¢do de glicose nos tecidos maternos, o que proporciona maior oferta deste carboidrato

ao feto (REZENDE; MONTENEGRO 2006b; SBEM, 2006).

No trato gastro-intestinal o aumento dos niveis séricos de progesterona resulta em
relaxamento da musculatura, diminui¢do da secre¢do gastrica e, conseqiiente aumento do
tempo de digestdo e do transito intestinal. Ocorre, também, progressivo aumento da
resisténcia a insulina, que sendo acompanhado do correspondente aumento da secrecdo
pancredtica de insulina, pode desencadear o diabete melito gestacional (BRAUNSTEIN,

2008).

O diabete gestacional € importante fator de risco para o desenvolvimento do diabete
melito tipo 2 na vida futura. Isto sugere que o diabete melito, gestacional e tipo 2, possam ter
fisiopatologia semelhante e sejam causados pela mesma desordem metabdlica. Ambos se
caracterizam pelo distdrbio na agdo e/ou secre¢do de insulina e aumento da resisténcia
periférica a este hormonio. No diabete melito tipo 2, a diminui¢do da secre¢do de insulina
pode ser causada, além da perda da fun¢do das células B secundéria a glicotoxicidade, pela

reducgdo da secrecdo e/ou acdo das incretinas (CYPRYK et al., 2008).

Incretinas sao hormdnios produzidos no trato gastrointestinal cuja funcdo é o aumento da

secrecdo de insulina dependente do estimulo glicose. O peptideo semelhante ao glucagon-1
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(GLP-1) € o principal representante. O GLP-1 estimula a secre¢do de insulina, desacelera o
esvaziamento gdstrico, suprime a secre¢do de glucagon, aumenta a secre¢do de somatostina e
a saciedade, o que diminui o consumo de alimentos (CHACRA, 2006; FORTI, 2006). Essas
acOes reduzem a glico e a lipotoxicidade caracteristicas do diabete tipo 2, o que aumenta a

sobrevida e a fun¢do das células  pancreaticas.

A diminuicdo do efeito incretina pode ser causada pela reducdo na secrecdo gastro-
intestinal destes peptideos ou por insensibilidade das células B a agdo insulinotrépica das
incretinas (NAUCK et al., 1993) e que, conseqiientemente diminui a secrecdo de insulina e

pode ser um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento do diabete melito tipo 2.

Pacientes com diabete melito tipo 2 sdo um dos objetos de estudo dos pesquisadores
em relacdo aos hormdnios incretinas, principalmente pela possibilidade terapéutica com
agonistas do GLP-1 e com inibidores da dipeptidil peptidase-IV (DPP-IV). A influencia da
gestacdo normal na sintese e secrecdo de incretinas, entretanto, ndo ¢ bem conhecida.

Em gestantes que desenvolveram o diabete gestacional ja se observou que ndo houve
alteracdo dos niveis plasmdticos de incretinas. Entretanto estes estudos fizeram dosagem
unica do GLP-1 no terceiro trimestre da gestacdo, sem, contudo, compard-lo aos niveis
observados nos trimestres anteriores (FORBES et al., 2005; MEIER et al., 2005; CYPRYCK
et al., 2007). Diante disso, optou-se por descrever o comportamento de uma das incretinas nos
trés trimestres em gestantes nao diabéticas, o que permitiria estudar a influencia das alteracdes

fisiolégicas da gestacdo na producdo e secrecao deste peptideo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Insulina

A insulina foi isolada e purificada em 1921, mas desde 1889 os
pesquisadores Minkowski e Von Mering ja suspeitavam que uma substincia
secretada pelo pancreas fosse a responsdvel pelo controle metabdlico dos
carboidratos. Em 1952 a_sequéncia de aminoacidos da insulina foi descrita

(BLISS, 1993 citado por WILCOX, 2005, p.20).l

A insulina é um hormoénio peptidico com massa molecular de aproximadamente 5.800
Dalton, secretada pelas células B das ilhotas de Langerhans no pancreas. E composta por 51
aminodacidos, distribuidos em uma cadeia A, com 21 aminoacidos, € uma cadeia B, com 30

aminodcidos, ligadas por duas pontes dissulfeto (KNUDSON; WEINSTOUR, 2008).

Além do controle dos niveis de glicose no sangue, a insulina regula o metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas, e participa do controle do mecanismo da fome-saciedade

(VOLP; REZENDE; ALFENAS, 2008).

A insulina exerce seus efeitos em varios 6rgdos, principalmente no figado, tecido
adiposo e miusculos esqueléticos e cardiaco. No figado, inibe a producdo e liberacdo de
glicose e promove o aumento do estoque de glicogénio. Estimula o aporte celular de glicose
nos tecidos muscular e adiposo. No musculo, aumenta as reservas de glicogénio e no tecido

adiposo inibe a liberagdo de 4cidos graxos livres (VOLP; REZENDE; ALFENAS, 2008).

E sintetizada a partir da pré-pré-insulina, a qual é clivada por a¢des de proteases dando
origem a pré-insulina, que é armazenada no complexo de Golgi. Quando hd um estimulo para
a secrecao de insulina, as enzimas pré-hormoénios convertases I (PC1), I (PC2) e III (PC3)

promovem a hidrélise de duas ligacdes peptidicas na cadeia da pré-insulina, formando a

! Bliss M. The history of insulin. Diabetes Care. 1993; 16: Suppl 3: 4-7. In: Wilcox G. Insulin and
insulin resistance. Clin Biochem Rev. 2005; 26(2): 19-39.
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insulina e o peptideo C (EL-BACHA, 2006). Deste modo, o peptideo C e a insulina sao

secretados em quantidades equimolares, embora a razao no soro seja de cinco a 15 por um.

A secrecdo de insulina € influenciada pelo tipo de dieta, pela caracteristica da
distribuicdo da gordura corporal, por alteracdes hormonais e, principalmente, pela
concentracdo plasmatica de glicose. Dentre os hormdnios que regulam a secrec¢do de insulina,
destacam-se as incretinas: peptideo-1 semelhante ao glucagon e polipeptideo insulinotrépico
dependente de glicose (GLP-1 e GIP), que estimulam a sua secrecdo dependente da

concentragdo de glicose.

O aumento dos niveis de glicose induz a libera¢ao da insulina dos granulos das células
B. A glicose entra nas células por acdo das glucoquinases, que fosforilam a glicose gerando
Adenosina Trifosfato (ATP). Os canais de potdssio dependentes de ATP sdo fechados
resultando na despolarizagdo da membrana e, ativagdo dos canais de Cailcio. Isto causa
aumento do Cailcio intracelular, desencadeando a secrecdo pusdtil de insulina. (WILCOX,

2005).

Os hormoénios, do crescimento, prolactina, lactogénio placentdrio e GLP-1 além de
estimularem a secrecdo de insulina aumentam a proliferacao das células . A somatostatina,
por sua vez, tem efeito antagdnico. Os hormdnios contra-regulatérios, glucocorticdides, além

das catecolaminas, aumentam a resisténcia a insulina (WILCOX, 2005; KAPUSTIN, 2008).

Na gestacdo, em virtude da resposta adaptativa e dos efeitos dos hormonios lactogénio
placentario humano (hPL), progesterona, estrogénio e cortisol, o aumento da resisténcia a
insulina € caracteristica, principalmente no terceiro trimestre (REZENDE; MONTENEGRO,
2006b).

2.2 Adaptacoes do organismo materno

No organismo materno, com o objetivo de suprir as necessidades requeridas para o

crescimento do feto, acontecem adaptacdes metabdlicas e estruturais.

Em todos os sistemas do organismo ocorrem alteracdes durante a gestacdo. Dentre

estas se destacam as alteragdes cardio-circulatdrias, as nutricionais e as metabdlicas. A
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atividade cardiovascular durante a gestacdo se eleva comparada ao periodo nao gestacional
(BATISTA et al, 2003). Dentre as alteracdes nutricionais, destacam-se o aumento do tempo
de digestdo e transito do bolo alimentar, secundarios ao relaxamento da musculatura lisa do
trato gastrointestinal por efeito da progesterona. (BRAUNSTEIN, 2008). Logo, por efeito da
acdo da progesterona e do aumento uterino que desloca o piloro para cima e para trds, o

esvaziamento gastrico € mais lento (REIS, 1993).

As principais alteragdes hormonais s@o o aumento da producdo e secrecdo de cortisol,
estrogénio, progesterona, prolactina, horménio de crescimento, insulina, glucagon e, em
especial da secrecdo de lactogénio placentario humano (SANTOS; CANDIDO; SALA, 2004:
REZENDE; MONTENEGRO, 2006b). O hPL promove aumento da resisténcia a insulina e,
quando as reservas das células beta-pancredticas nao forem adequadas, sobrevém o diabetes

gestacional.

No trato gastrointestinal, por acdo da progesterona, hd relaxamento da musculatura
lisa. Estas alteracdes aumentam o tempo de esvaziamento gastrico, reduzem tonus do esfincter
esofdgico inferior e a motilidade do intestino. Como conseqiiéncia, ha maior prevaléncia de
refluxo gastro-esofdgico e constipacdo intestinal. A diminuicdo da motilidade da vesicula
biliar leva ao aumento do seu volume e reducdo do esvaziamento da bile apds as refeicoes,
que resulta em mais bile litogénicas e aumento das colelitiases durante a gestacdo

(BRAUNSTEIN, 2008).

O aumento dos niveis de estrogénio e progesterona produzidos pelo corpo liteo e
depois pela placenta promove hiperplasia das células  pancredticas e, conseqiientemente,
aumento da producdo e secrecdo de insulina, resultando no aumento da utilizacdo periférica
de glicose, na elevacao dos estoques de glicogénio nos tecidos, na queda da producao hepatica
de glicose e na diminuicdo da glicemia de jejum o que explica a hipoglicemia de jejum, tipica

da primeira metade da gestacdo (SANTOS; CANDIDO; SALA, 2004).

Isto, aliado ao fato de que o feto extrai glicose e aminodcidos da gestante, até mesmo
no periodo prolongado de jejum, promovendo alteracdo no metabolismo materno. Como esta
submetida a permanente demanda de glicose, o organismo materno reduz o consumo
indiscriminado deste carboidrato, que €, entdo, transferido rapidamente ao feto por difusdo
facilitada (SOARES; FORTUATO; MOREIRA, 2002). Na segunda metade da gestacdo

ocorre aumento dos hormonios contra-insulinicos, que elevam a maior resisténcia periférica a
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insulina, diminuem a tolerancia a glicose, aumentam a glicogendlise e reduzem os depdsitos
hepdticos. Nos ultimos meses, principalmente no final do 3° trimestre, o aumento da
resisténcia a insulina pode chegar a 50% e a captacdo de glicose pelo feto € cerca de
6mg/kg/min, aumentando a producdo materna em 0,3mg/kg/min (SANTOS; CANDIDO;
SALA, 2004).

A glicose no sangue fetal € de cerca de 70% dos niveis maternos. Em uma gravidez
normal, a absor¢do de glicose a partir da placenta € equivalente a utilizagdo de glicose fetal e
o figado e rins fetais ndo produzem glicose (BEARDSALL; DIDERHOLM; DUNGER,
2008).

Deste modo, a resisténcia a insulina comeca, usualmente, no inicio do segundo
trimestre e aumenta progressivamente até o final da gestagdo, enquanto a sensibilidade a
insulina reduz a 80%. No terceiro trimestre, apds a ingestdo de glicose, ocorre um
hiperinsulinismo pds-prandial devido aos hormonios contra-insulares (REZENDE;
MONTENEGRO, 2006b). Mulheres com limitada capacidade de sintetizar e secretar a

insulina desenvolvem o diabete gestacional.

O diabete gestacional, portanto, € causado por uma resisténcia a acdo da insulina ou
pela deficiéncia de sua secrecdo. Como a secrecao de insulina € influenciada, também pelos
niveis séricos de incretinas e durante a gestacao ocorrem alteragdes do trato gastro-intestinais
que poderiam alterar a producdo destes peptideos, a reducdo da secre¢do de incretinas, em
especial do GLP-1, pode ser, como no diabete melito tipo 2, uma das causas do

desenvolvimento do diabete gestacional.

2.3 Incretinas

"O termo incretina foi criado por Zunz e La Barre (1929 apud Orskov 1992, p.701)*,

para denominar uma classe especial de secretinas produzidas no trato gastrointestinal cuja

?Zunz E, La Barre J. Contributions 2 1' étude des variations physiologiques de la sécrétion interne

du pancreas: relation entre les sécrétions externe et interne du pancreas. Arch Inter nat Physiol
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funcdo € o estimulo a secrecao de insulina dependente de glicose, também chamado de efeito

incretina.

O efeito incretina transforma as células enddcrinas do intestino em sistema de controle
secundério ao metabolismo da glicose (PREITNER et al., 2004). Este efeito corresponde a
aproximadamente 50 a 70% da insulina total secretada apds sobrecarga oral de glicose

(BAGGIO; DRUCKER, 2007; GAUTIER; CHOUKEN; GIRARD, 2008).

A diminuicdo do efeito incretina, causada pela reducdo na secre¢do e/ou por
insensibilidade das células B a acdo insulinotrépica das incretinas (NAUCK et al., 1993) e
que, conseqiientemente diminui a secre¢do de insulina, pode ser um dos fatores que

contribuem para o desenvolvimento do diabete melito tipo 2.

As principais incretinas sdo os peptideos semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) e 2 (GLP-
2) e o insulinotrépico glicose-dependente (GIP), sendo que o GLP-1 é predominante, e
representa cerca de 80% do efeito intestinal das incretinas (VELASQUEZ-MIEYER et al.,
2003).

2.3.1 Caracteristicas estruturais € metabdlicas das incretinas

2.3.1.1 Peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1)

O peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP1) € produzido a partir da cadeia de
secrecdo do glucagon. Esta cadeia inicia-se pela sintese do pré-pré-glucagon (PPG) em um
gene do brago longo do cromossomo dois humano, composto de seis éxons e cinco introns. O
PPG ¢ um peptideo de 160 aminoécidos. A clivagem do PPG da origem ao Pré-glucagon (PG)
que € o precursor imediato do GLP-1 (BAGGIO; DRUCKER, 2007; GAUTIER; CHOUKEN;
GIRARD, 2008; DEACON; HOLST, 2009).

Biochim. 1929; 31:20. In: Orskov C. Glucagon-like peptide-1, a new hormone of the entero-insular

axis. Diabetol. 1992; 35(8): 701-11.
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O GLP-1 é composto por 30 aminoécidos, liberado pelas células L do ileo e cdlon,
ap6s um processo pos-translacional do pré-glucagon intestinal por enzimas pré-hormonio
convertases - PC1 e PC3 - (localizado nas células L do intestino) em resposta ao consumo de
alimentos, principalmente carboidratos e componentes de gordura (VELASQUEZ-MIEYER
et al., 2003).

O processo pos-translacional do PG ocorre no pancreas e no intestino. Nas células o
do pancreas, o pro-glucagon da lugar ao pré-glucagon 1-30 — o peptideo pancredtico
relacionado a glicetina (GRPP), pré-glucagon 33-61 — idéntico ao glucagon, pré-glucagon 64-

69 e pro-glucagon 77-158 (ALONSO, 2001).

Nas células L do intestino, o processo pos-translacional dé lugar ao pré-glucagon 1-69
— glicetina/enteroglucagon (EG), ao pré-glucagon 33-69 ou oxintomodulina, ao GLP-1 — pré-
glucagon 76-107 — e GLP-2 — pré-glucagon 126-158, conforme figura 1. O processo Pos-
translacional intestinal € o responsavel pela sintese de GLP-1 (ALONSO, 2001; JASLEEN et
al., 2002).

A concentragdo plasmatica do GLP-1 no jejum € de 2 a 15 pmol/L e no estado pds-

prandial a concentracdo de 20 a 50 pmol/L pode ser considerada fisiolégica (NAUCK, 1998).

31 32 62 63 77 109 110 159160

70 71 124 125
Pré-glucagon

'_rf_\{ o O Wguwd =

=
Péncreas Intestino
PG 64-69 PG 111-123
GRPP Glucagon MPGF Glicetina GLP-1 GLP-2
PG 1-30 PG 33-61 PG 72-158 PG 1-69 PG 76-107 PG 126-158
PG 1-61 GRPP Oxintomodulina

PG 1-30 PG 33-69

Figura 1- Processo pés-translacional do pré-glucagon.
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O GLP-1 € um peptideo que possui vérias isoformas — GLP-1 (7-36)NH,, GLP-1 (7-
37), GLP-1 (1-36)NH; e GLP-1 (1-37) — que se diferenciam no niimero e tipo de aminoacidos.
O GLP-1 (7-36)NH,, forma amida (N-terminal truncado), é a mais predominante € com maior
atividade insulinotrépica (NAUCK, 1998). J4 o GLP-1 (7-37) diferencia-se da anterior na
posicdo final, onde a Arginina liga-se a Glicina-OH, mas também tem atividade

insulinotrdpica.

O GLP-1 (1-36)NH; diferencia-se da forma GLP-1 (7-36)NH; pelo acréscimo de seis
aminodcidos no inicio da sequéncia. Por sua vez o GLP-1 (1-37) se distingue da anterior na
posicdo final, onde a Arginina liga-se a Glicina-OH, essas ultimas sdo, provavelmente,

inativas (ORSKOV, 1992).

O GLP-1 € clivado pela enzima dipeptidil peptidase-IV (DPP-1V) - também conhecida
como CD26, presente na corrente sanguinea e membranas celulares (DOYLE; EGAN, 2007) -
em metabdlitos inativos GLP-1 (9-37) e GLP-1(9-36)NH,, que sdo eliminados tanto pelo
figado como pelos rins (VELASQUEZ-MIEYER et al., 2003; BAGGIO; DRUCKER, 2004).

O GLP-1 € degradado primeiramente na posi¢cdo N-terminal, nos dois primeiros
aminodcidos, pela DPP-1V resultando na forma biologicamente inativa des(His—Ala)-GLP-1,

ou seja, GLP-1 (9-36) amida (ELAHI et al., 2008).

O tempo de meia-vida do GLP-1 biologicamente ativo é menor que dois minutos,
enquanto que a de seu metabdlito foi estimado em cerca de 5 minutos, como resultado da

depuracao renal (BAGGIO; DRUCKER, 2004).

A endopeptidase neutra (NEP) também pode degradar, em menor escala, o GLP-1 in
vivo, juntamente com a depuracdo renal (DEACON, 2005). Plamboeck et al. (2005)
confirmaram o papel da NEP no metabolismo do GLP-1 in vivo, sugerindo que até 50% do

GLP-1 que entra na circulagdo pode ser degradado pela NEP.

A DPP-IV € uma serina-protease sintetizada no gene humano localizado no braco
longo do cromossomo dois, que contem 26 éxons variando em tamanho de 45 kb para 1,4 kb.
E uma proteina transmembrana tipo 2 com seis aminoécidos N-terminal no citoplasma e um

dominio extracelular com um pequeno segmento flexivel, regides ricas em actcar e cisteina, e
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uma regido C-terminal catalitico com uma serina-protease tipo centro catalitico (MENTLEIN,

1999).

A DPP-1V € amplamente expressa e pode ser encontrada em vdrios tecidos e tipos
celulares, incluindo os rins, pulmdes, glandulas supra-renais, figado, testiculo, intestino, baco,
pancreas e sistema nervoso central, bem como na superficie dos linfécitos, macréfagos e

células endoteliais (BAGGIO; DRUCKER, 2007).

“A DPP-1V tem um importante papel na regulagdo nutricional, resposta imune e
metabolismo de hormoénios peptidicos” (GORRELL, 2001 citado por MCKILLOP et al.,
2008, p.79)". Essa enzima cliva especificamente dipeptideos, oligopeptideos ou proteinas que
conttm um residuo de alanina e prolina na posi¢do dois, a partir do fim da cadeia de
aminoacidos, modificando ou inibindo sua atividade (MENTLEIN, 1999; MCKILLOP et al.,
2008).

A DPP-IV € inibida por enzimas serinas inibidores que modificam covalentemente
seus sitios de acdo. Os principais inibidores sdo o fluorofosfatado diisopropilo, metais como
Chumbo, Mercurio e Zinco sdo bons inibidores. Inibidores de outras classes de proteases
como acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 1,10-fenantrolina, n-etilmaleimida,

leupeptina ou bestatina sdo ineficazes, assim como o sulfonilfluorodeido fenilmetano

(MENTLEIN, 1999).

2.3.1.2 Peptideo-2 semelhante ao glucagon (GLP-2)

O GLP-2 € um peptideo de 33 aminodcidos, co-secretado junto com GLP-1 nas células

L enddcrinas do intestino, conforme figura 1. A DPP-IV também cliva GLP-2 reduzindo a

* Gorrell MD, Gysbers V, McCaughan GW. CD26: A multifunctional integral membrane and secreted
ptotein of activated lymphocytes. Scand J Immunol. 2001; 54: 249-264. In: Mckillop AM, Duffy NA,
Lindsay JR, O’Harte FPM, Bell PM, Flatt PR. Decreased dipeptidil peptidase-IV activity an glucagon-
like peptide-1(7-36)amide degradation in type 2 diabetic subjects. Diabet Res Clin Pract. 2008; 79: 79-
85.
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alanina na posi¢ao dois, que produz o respectivo peptideo inativo GLP-2 (3-33), com tempo

de meia-vida variando de 5-10 minutos (BAGGIO; DRUCKER, 2004).

2.3.1.3 Polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP)

GIP foi a primeira incretina descrita, sendo denominado de polipeptideo inibitdrio
gdstrico, mas como o efeito inibitério na secre¢do de dcido géstrico foi observado apenas em
doses farmacoldgicas e na concentracdo fisiolégica sua a¢do predominante € o estimulo a
secrecdo de insulina, o GIP foi rebatizado de polipeptideo insulinotrépico dependente de

glicose, para refletir sua acdo e manter a sigla (BAGGIO; DRUCKER, 2007).

GIP é um polipeptideo de 42 aminodcidos derivado do processamento do precursor
denominado proGIP de 153 aminoécidos cujo gene de 10 kilobase, composto de 6 exdns esta
localizado no brago longo do cromossomo 17 humano (GAUTIER; CHOUKEN; GIRARD,
2008). O gene proGIP codifica um peptideo sinal, um peptideo N-terminal, GIP e um

peptideo C-terminal, conforme figura 2.

A sequéncia de aminodcidos da molécula do GIP é altamente conservada entre as
espécies de humano, camundongo, rato, suinos e bovinos exibindo mais de 90% de identidade
na seqiiéncia de aminodcidos (BAGGIO; DRUCKER, 2007). E sintetizado e secretado pelas

células K, localizadas principalmente no duodeno e parte proximal do jejuno.

ProGIP

1 4——— 4222 —» 153

NH2-terminal GIF COOH-terminal
Peptideo Peptideo

v

Processo pos-translacional de liberagiio de GIP em células K endocrinas

Figura 2- Processamento do proGIP.

Adaptado de: Gautier; Choukem; Girard, 2008.
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Os niveis basais de GIP na circulagdo variam entre 0,06 e 0,1 nmol/L e aumenta para

0,2-0,5 nmol/L apds a ingestdo de alimentos (BAGGIO; DRUCKER, 2007).

Deacon et al. (2000) demonstraram que GIP enddgeno e exdgeno sdo rapidamente
degradados na posicao N-terminal pela DPP-IV, formando um metabdlito truncado por dois
aminoacidos GIP(3-42), coerente com a acdo da enzima DPP-IV. Isto porque GIP tem um
residuo de alanina na posi¢do dois que € um alvo para a DPP-IV. A meia-vida de GIP na

forma intacta é de 7 minutos.

2.3.2 Liberacdo dos hormdnios incretinas

Por serem liberados apdés o consumo de alimentos, € importante salientar que
nutrientes podem servir como reguladores exdgenos da secrec¢do e inativacdo dos hormonios
incretinas com influéncias benéficas sobre a homeostase da glicose e lipideos

(GUNNARSSON et al., 2006).

A secrecdo de GLP-1 pelas células L intestinais € estimulada por uma variedade de
fatores nutricionais, neural e enddcrino. Devido a localizagdo distal das células L do trato
gastrointestinal, a liberagdo de GLP-1 para a circulagdo € mais controlada indiretamente por
fatores neurais e enddcrinos, iniciada pela entrada de nutrientes no trato gastrointestinal
proximal, em vez de diretamente estimulada pelo contato das células L. com nutrientes

(GAUTIER; CHOUKEN; GIRARD, 2008).

GLP-1 € liberado rapidamente na circulacdo apds a ingestdo de nutrientes, e esta
secrecdo ocorre em duas fases, iniciando entre 10-15 minutos e uma segunda fase de 30-60
minutos (HERMANN et al., 1995, citado por BAGGIO; DRUCKER 2007). Segundo Vilsboll
et al. (2003) o primeiro pico ocorre em 15-30 minutos e o pico mais tardio em 90-120

minutos.

O neurotransmissor peptideo liberador da gastrina (GRP), a acetilcolina, a estimulacio

do ramo celiaco do nervo vago, a calcitonina e a leptina estimulam a secrecdo de GLP-1,
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enquanto que a insulina, somatostatina podem inibir a secre¢io do GLP-1 de células L

intestinais in vitro e in vivo (PLAISANCIE et al., 1994; BAGGIO; DRUCKER, 2007).

A ingestdo de gorduras e carboidratos é o primeiro estimulo para secre¢cdo de GLP-1,
mas sua liberacdo pode ser estimulada por refeicoes mistas ou de nutrientes individuais,
incluindo a glicose e outros acucares, dcidos graxos, aminodcidos essenciais, e de fibras
dietéticas. Gunnarsson et al. (2006) estudaram, em ratos, os efeitos da ingestdo de gorduras e
proteinas sobre os hormonios GLP-1 e GIP e concluiram que a infusdo endovenosa de glicose
isoladamente e a associacdo de glicose e proteina aumentam os niveis de GLP-1, mas ndo os
de GIP. Entretanto, a infusdo de 4cido oléico em associagdo com glicose ndo tem efeito na
secrecdo desses peptideos. A administra¢do isolada de proteinas aumenta os niveis de GIP e
GLP-1 intactos na circulagdo, sugerindo que fatores da dieta — proteinas e gorduras - podem
modular a bioatividade dos niveis das incretinas. A atividade dos hormonios incretinas nao
depende somente do estimulo dos alimentos, mas também da sua ligacdo aos seus respectivos

receptores.

Knapper et al. (1995) investigaram a a¢do de nutrientes sobre o estimulo de GIP e
GLP-1. Foram infundidos uma dieta normal, solu¢ao salina, glicose, gordura separadamente e
uma combinagdo de glicose e gordura por um tubo inserido no duodeno de trés suinos. Os
autores demonstraram que as ingestdes de glicose e de gordura, separadas ou combinadas,
causaram elevacdo significativamente maior nos niveis plasméticos de GLP-1 e GIP em
comparacao aquela resultante da ingestao de solugdo salina. Segundo Todd e Bloom (2007), a
ingestdo oral de carboidratos e lipideos eleva de 10-20 vezes a concentracao plasmatica de

GIP.

Em 2004, Paris et al.(2004) ao estudarem os niveis de GLP-2 em suinos com dieta
estabelecida, observaram que os niveis plasméticos de GLP-2 foram influenciados pelo tipo
de dieta e foi maior em animais alimentados com racao polimérica infantil suplementada com

proteina bovina concentrada.

O GIP ¢ sintetizado e liberado pelas células K, a maioria localizada no duodeno e
jejuno proximal, com um pequeno nimero ocorrendo em todo intestino delgado. E secretado
em resposta a secrecdo de nutrientes, principalmente glicose e gordura. A secrecao de GIP é
reduzida em individuos com maé-absor¢do intestinal ou que fazem uso de farmacos que

prejudiquem a absorg¢do intestinal. (BAGGIO; DRUCKER, 2007).
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2.3.3 Receptores e acdes das incretinas

2.3.3.1 Receptores e acdes do GLP-1

Os efeitos do GLP-1 e do GIP sao mediados por acdes especificas da proteina G ligada
a epitopos dos receptores transmembrana nas regides N-terminal e C-terminal dos peptideos,
mas para ambos os hormodnios, o N-terminal do receptor é crucial para a sua ativacdo

(DEACON, 2005).

O receptor de GLP-1 (GLP-1R) é uma proteina de 64kDa. GLP-1R € um receptor
acoplado a proteina ligada ao nucleotideo guanina (proteina G), especifico de sete
transmembranas (GPCR). Os GPCRs sdo agrupados em quatro classes (A, B, C e D) baseados
na similaridade da seqiiéncia de aminodcidos, sendo o GLP-1R membro da classe B, que
pertence a uma subclasse da familia do receptor do glucagon. Esta subclasse inclui, também,
os receptores de GLP-2 (GLP-2R), de GIP (GIPR), hormonio do crescimento (GHR) e
secretina (SR) (DOYLE; EGAN, 2007).

O gene responsavel pela sintese do GLP-1R humano esta localizado no braco longo do
cromossomo 6p2le foi clonado e seqiienciado no inicio da década de 1990. Possui 463
aminodcidos (THORENS, 1992) - apresenta 90% de identidade de seqiiéncia de aminodcidos
do receptor de ratos, mede 40kd, sendo composto de pelo menos sete exons (BAGGIO;

DRUCKER, 2007).

Os receptores de GLP-1 (GLP-1 R) sdao amplamente distribuidos pelo organismo. Sao
expressos nas células B, a e & do pancreas, pulmdes, coracdo, rins, estdmago, pele, intestino,
hipdfise, ganglios do nervo vago, em certas areas do cérebro (THORENS, 1992; NAUCK,
1998) e, na regiao portal hepética. Vahl et al. (2007) demonstraram abundancia de GLP-1R
nos ganglios, indicando que os nervos aferentes das visceras abdominais tenham papel
relevante na sua sintese. O RNA mensageiro do GLP-1R foi detectado nos ganglios, ilhotas

pancredticas, pulmoes, estbmago e rins.
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A expressao do GLP-1R € regulada em resposta a dexametasona, elevada
concentracdo de glicose, ativacdo da proteina quinase C (PKC) e GLP-1 (BAGGIO;
DRUCKER, 2007).

A ligagcdo do GLP-1 ao seu receptor é muito especifica, sem reatividade cruzada com
outros peptideos, com excecdo do glucagon, que se liga ao GLP-1R com 100 a 1000 vezes
menos afinidade que o GLP-1 (FEHMANN et al., 1994 citado por DOYLE; EGAN, 2007). A
regido N-terminal dos aminodcidos das posi¢des 1, 4 e 7 da molécula de GLP-1 sdo cruciais

para o reconhecimento do receptor e atividade biologica (GALLWITZ et al., 1996).

Os membros da familia do glucagon sido acoplados a subunidade Gog com conseqiiente
ativacdo da adelinato ciclase (AC I-IX), seguida da producdo do AMPc, embora alguns,
incluindo o GLP-1R, sejam capazes de sinalizacdo por meio das subunidades adicionais da

proteina G (THORENS, 1992).

A ligacao do GLP1 ao seu receptor na célula beta pancreatica ativa a adenilato ciclase que
promove imediata liberacdo de AMPc (THORENS, 1992). Hansen et al. (1998), observaram
que a forma truncada (7-37) do GLP-1 era a mais potente dos peptideos examinados na
estimulacdo de AMPc em glandulas géstricas de ratos e em células gdstricas cancerigenas

humanas (HGT-I).

N N

Subseqiiente a produ¢do de AMPc, hd o estimulo a secrecdo de insulina, cujos
mecanismos sdo: Inibicdo direta dos canais de potdssio, aumento da despolarizagao da
membrana celular, aumento da sintese de ATP mitocondrial e ativacdo dos canais de célcio
(MONTROSE-RAFIZADEH; EGAN; ROTH, 1994). Isto resulta no maior influxo celular de
célcio, o que promove a exocitose dos granulos de insulina, conforme a figura 3. Além disso,

o GLP-1 estimula diretamente a exocitose destes granulos (BAGGIO; DRUCKER, 2007).

O GLP-1 também pode promover a transcricdo do gene de insulina, estabilidade do
mRNA e biosintese, e portanto, tem o potencial para reabastecer os estoques de insulina das
células B e evitar o esgotamento das reservas das mesmas (DRUCKER et al., 1987). Os
mecanismos pelos quais o agonista de GLP-1 aumenta a transcri¢io e biosintese do gene de
insulina sdo ativacdo das vias de sinalizacdo independentes e dependentes de AMPc e PKA e
o aumento dos niveis de Ca** intracelular. O fator nuclear de células T ativadas (NFAT) pode
também ser um importante mediador do GLP-1 e da transcricdo génica de insulina GLP-1-

induzida (BAGGIO; DRUCKER, 2007).
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O GLP-1 aumenta a transcricdo do gene Homeobox pancreato-duodenal-1 (Pdx-1),
fator de transcri¢do essencial para o desenvolvimento embriondrio do pancreas e fun¢do das
células B, e aumenta a sua ligacdo ao gene promotor da secrecdo de insulina (WANG et al.,

1999).

O GLP-1 tem efeito citoprotetor, de estimulo a diferenciacio e neogésne e anti-
apoptotico nas células B pancredticas. Farilla et al., (2003) observaram que o GLP-1 melhorou
a viabilidade das células P e a funcdo das ilhotas, sugerindo que GLP-1 ndo € apenas um fator
para o crescimento das células B, mas também um potente agente anti-apoptose. Os
mecanismos pelos quais GLP-1 exerce estas acdes ainda ndao sdo bem definidos, mas
envolvem a ativacdo da proteina quinase B (PKB) - Aktl- e proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) (WANG; BRUBAKER, 2002), bem como a intera¢do sinérgica com a
transformagdo do fator B de crescimento e regulacdo do fator de transcricio (KEMP;
HABENER, 2001). A inibicdo dependete de GLP-1 da apoptose das células B estd associada
com a diminuicao dos niveis de proteinas pré-apoptéticas incluindo a caspase 3 (BAGGIO e

DRUCKER, 2007).

O GLP-1 também inibe o esvaziamento gastrico e secrecdo de glucacon e grelina, tem
efeito sobre a saciedade e estimula a secrecdo de somatostatina (DRUCKER, 2003). O efeito
estimulatério de GLP-1 sobre a secrecdo de somatostatina provavelmente € causado pela
interacdo direta com os receptores de GLP-1 sobre as células o pancredticas secretoras de
somatostatina. J& o mecanismo pelo qual GLP-1 inibe a secre¢do de glucagon das células a
pancredticas € menos claro e pode envolver a acdo direta aos receptores das células a, pode
ser mediado indiretamente por estimulacdo de insulina e/ou secrecio de somatostatina
(HELLER; KIEFFER; HABENER, 1997). Os efeitos insulinotropicos de GLP-1 podem
reduzir os niveis de grelina, o que contribui para seus efeitos anoréxicos (HAGEMANN et al.,

2007).

Os receptores de GLP-1 também estdo presentes nas células adiposas com alta afinidade,
melhorando a sinalizagdo de insulina e a resposta a insulina por meio da sintese de acidos

graxos (EGAN et al., 1994).
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Legenda:
u - Receptor de GLP-1 (GLP-1R) g - Canais de Ca*?
W -Molécula de GLP-1 - Granulos de insulina
&7~ Adelinato ciclase ) _
- Moléculas de glicose

O -Canaisde K

Figura 3 - Mecanismo de acao do GLP-1 na secrecao de insulina.
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2.3.3.2 Receptores e acdes do GLP-2

Os receptores de GLP-2 s@o, predominantemente, expressos no trato gastrointestinal e
cérebro. Guan et al. (2006) determinaram a localizacio de GLP-2R através da reacdo de

polimerase em cadeia (PCR).

A expressio de GLP-2R mRNA foi localizada nas células epiteliais € no plexo
mesentérico no jejuno proximal. O GLP-2R foi co-localizado em neurdnios entéricos. O GLP-
2 exerce diversas acgdes no trato gastrointestinal como: o aumento da sobrevivéncia e
proliferacao das células epiteliais da circulagdo sanguinea da mucosa intestinal, supressao da
motilidade e secrecdo gastrica (GUAN et al., 2006), regula a homeostase energética e os
efeitos cronicos sobre a motilidade intestinal e absor¢do de nutrientes, regula o transporte
intestinal de glicose, do alimento ingerido e da secrecdo de acido gastrico (BAGGIO;

DRUCKER, 2004).

Além de estimular a proliferacdo das células epiteliais, o GLP-2 inibe a apoptose das
criptas intestinais, por isso € considerado um importante regulador da proliferacdo epitelial

intestinal sob condic¢des fisioldgicas e patologicas (BRUBAKER; DRUCKER, 2004).

O GLP-2 também reduz a reabsor¢do dssea e promove a proliferacdo e sobrevivéncia
neuronal (LOVSHIN et al., 2001 citado por BAGGIO; DRUCKER, 2007, p.2134)4. Jasleen et
al. (2002) examinaram os efeitos de GLP-2 sobre 3 diferentes linhas de células intestinais
epiteliais: Caco-2, T84, e IEC-6 e concluiram que o peptideo tem um efeito mitogé€nico direto

sobre as células epiteliais intestinais humanas in vitro.

Meier et al. (2006) concluiram que GLP-2 aumenta as concentragdes de glucagon
durante jejum e ingestdo de alimentos, inibe a secre¢do de dcido gastrico, mas ndo tem efeito

sobre o esvaziamento gastrico. Além disso, o aumento pds-prandial nas concentracdes de

* Lovshin J, Estall J, Yusta B, Brown TJ, Drucker DJ. Glucagon-like peptide (GLP)-2 action in the
murine central nervous system is enhanced by elimination of GLP-1 receptor signaling. J Biol Chem
2001; 276:21489-21499. In: Baggio LL, Drucker DJ. Biology of incretins: GLP-1 and GIP.
Gastroenterol. 2007; 132(6): 2131-57.
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triglicérides e dcido graxo livre em resposta a administracdo de GLP-2 parece indicar uma

melhora na absor¢do intestinal de lipideos e contribui para os efeitos anabdlicos do peptideo.

2.3.3.3 Receptores e acdes do GIP

O receptor de GIP (GIPR) também é um membro da superfamilia de receptores

heterotrimétricos acoplados a proteina G. (BAGGIO; DRUCKER, 2007)

Segundo Almind et al. (1998) os genes do receptor humano de GIP contem 14 exons.
Seu estudo demonstrou que a variante do cédon 354 ndo confere um aumento no risco de
diabetes tipo 2. O gene do receptor de GIP estd localizado no cromosso 19, banda q13.3
(BAGGIO; DRUCKER, 2007). O gene GIPR tem 13,8kb de tamanho e contém 14 exons
(YAMADA et al., 1995).

O receptor de GIP mRNA ¢ distribuido amplamente em 6rgdos periféricos, inclusive o
pancreas, intestino, tecido gorduroso, coragdo, cortex adrenal e cérebro. Também estdo
presentes na traquéia, osso, células endoteliais, tiredide, testiculos, baco, timo, pulmdes e rins.
Desse modo, pode ter outros efeitos além da estimulagdo da secrecdo de insulina (YIP;

WOLFE, 2000).

Assim como o GLP-1, a ativacdo do receptor de GIP aumenta os niveis de AMPc, os
niveis de Ca*" intracelular (DING; GROMADA, 1997). A acao do GIP é mediada pela
ativacdo de AMPc/PKA e AMPc/Epac2, além das vias de sinalizacio da fosfolipase A, e uma
proteina- quinase especifica (EHSES et al., 2001).

O GIP € responsavel pelo efeito incretina e aumento da secrecdo de insulina induzido
pela ingestdao de carboidrato (TODD; BLOOM, 2007) e pode estimular a secre¢do de
glucagon (MEIER et al., 2006). Porém, segundo Gautier; Chouken; Girard (2008), o
horménio GIP ndo influencia a secre¢dao de glucagon das células-o pancredticas em humanos,

nem afeta o esvaziamento gastrico.

Segundo Gespach; Emami; Rosselin (1984), o GIP regula a secre¢do géstrica por
mecanismos diretos, semelhante a0 mecanismo que ocorre em ratos. O GIP estd presente em

extrato de placenta de ratos e sua producdo € estimulada pela placenta e assim pode
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normalizar a secrecdo de dcido gastrico estimulado pela pentagastrina no fim da gestacdo

(CHEN et al., 1995).

Os receptores de GIP também estdo presentes nos adipdcitos e sua indugdo é mantida
em todo processo de maturagdo dos adipdcitos (SONG et al., 2007), por isso, o GIP pode
regular o seu metabolismo, incluindo a liberac@o de insulina estimulada pela incorporagao de
acidos graxos em triglicerideos, estimulacao da atividade da lipase lipoprotéica, a estimulacdo
da sintese de acidos graxos (GAUTIER; CHOUKEN; GIRARD, 2008). O mecanismo pelo
qual o GIP exerce seu efeito sobre o tecido adiposo parece ndo ser por meio da adenilato

ciclase e sim por um efeito célula-especifica (SONG et al., 2007).

A ingestdo de gordura € um potente estimulador da secrecdo de GIP em humanos e os
niveis plasmaticos de GIP estdo aumentados em obesos. Os efeitos anabdlicos de GIP na
gordura incluem estimulacdo da sintese de dcidos graxos e reesterificacdo, acentuamento da
incorporacdo estimulada pela insulina, de &4cidos graxos em triglicerideos, regulacdo da
sintese da lipoproteina lipase e a reducdo da lipdlise estimulada pelo glucagon (BAGGIO;

DRUCKER, 2007).

Assim como o GLP-1, o GIP € capaz de regular tanto o crescimento como a morte das
células B, por meio do controle dindmico da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e

pela inibicdo da atividade da caspase 3 (EHSES et al., 2003).

2.4 Importancia clinica no diabete melito tipo 2 e gestacional

Pelo fato do diabete melito tipo 2 se associar a doencas cardiovasculares, cegueira,
insuficiéncia renal, amputacdes de membros, ma-formacao fetal, além do alto indice de
hospitalizagdes, representam alto custo para os sistemas de saide e por isso merece um

importante controle.

Os hormonios incretinas desempenham um papel muito importante no controle da
glicemia p6s-prandial. O GIP além de estimular a secrecdo de insulina regula o metabolismo

dos adipécitos (TODD; BLOOM, 2007; GAUTIER; CHOUKEN; GIRARD, 2008),
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resultando em um melhor controle da glicemia e obesidade, fatores de grande importancia na

patogénese do diabete.

GLP-1 estimula a secrecdo de insulina, ajuda no controle da saciedade, e atua na
sobrevivéncia das células B, contribuindo para a proliferacdo da massa das células 3 e para o
seu efeito anti-apoptético (WANG et al., 1993; WANG; BRUBAKER, 2002; DRUCKER,
2003; BAGGIO; DRUCKER, 2007). Assim, além de participar do metabolismo da glicose, o

GLP-1 restaura as células B pancredticas, alvo de destruicdo da disfun¢do gerada pelo diabete.

Alguns estudos tém demonstrado que a diminuicdo da secrecdo ou agdo destes
hormonios tem relacdo com o desenvolvimento do diabete melito tipo 2 (NAUCK et al.,

1993; VILSBOLL et al., 2002; VILSBOLL, 2004; FORBES et al., 2005).

A diminui¢do da eficacia do GIP contribui para o desenvolvimento do diabete melito
tipo 2, (NAUCK et al., 1993) pois um defeito na acdo de GIP pode prejudicar a fungdo das
incretinas (VILSBOLL et al., 2002).

Pacientes com intolerancia oral a glicose, em estudo realizado por Rask et al. (2004)
demonstraram sensibilidade a insulina diminuida em rela¢do aos hormoénios GLP-1 e GIP. O
mesmo acontece em pacientes obesos comparados a pacientes com peso normal. Muscelli ef
al. (2008) demonstraram que o efeito incretina sobre a secre¢do de insulina total € menor com

o aumento do IMC, assim como o efeito incretina sobre a sensibilidade das células .

Mulheres com diabete gestacional apresentaram concentracdo de glicose plasmadtica
maior que mulheres saudaveis apds a ingestdo de 75g de glicose, sendo maior depois de duas
horas da ingestdo. Além disso, a resposta ao GLP-1 de 0-30 minutos foi mais baixa em

mulheres com diabetes gestacional (FORBES et al., 2005).

Deste modo, caracteristicas como intolerancia oral a glicose, diabete gestacional e
obesidade sdo indicios de defeito dos niveis hormodnios incretinas, como causa ou
consequencia da patogénese do diabete, sendo importante o rastreamento de pacientes com
tais caracteristicas, analisando quantitativamente os niveis desses hormodnios, por meio de

técnicas especificas como testes imunoenzimaticos, para posterior prevencao e tratamento.

Novas medicacdes que mimetizam as acdes do GLP-1 e inibem a DPP-IV podem
ajudar na recuperagcdo da homeostase glicémica dos pacientes com diabete melito tipo 2. O

Exenatida ¢ um mimético do GLP-1com 50% de igualdade na seqiiéncia de aminoécidos,
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capaz de reduzir a glicemia pds-prandial e de jejum e os niveis de hemoglobina glicada
(DRUCKER, 2003). O exendin-4 ¢ sintetizado pelas glandulas salivares do Heloderma
Suspectum ou lagarto monstro do Gila, nativo do Arizona (Estados Unidos da América) e ndo
possui o local de reconhecimento da DPP-IV, tornando-se um importante agente
insulinotrépico (DOYLE; EGAN, 2007). Enquanto os inibidores da DPP-IV, sitagliptin e
vildagliptin, aumentam os niveis de GLP-1 endégeno por inibir a degradacdo enzimdtica do

GLP-1 (DAVIDSON; PARENTE; GROSS, 2008)
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

® Analisar os niveis séricos da incretina GLP-1 durante a gestacdo nos estados de
jejum e pés-prandial em gestantes atendidas no Hospital Universitario de Campo

Grande-MS.

3.2 Especificos:

e Comparar os niveis de GLP-1 no jejum no primeiro, segundo e terceiro trimestres

da gestacdo em mulheres ndo diabéticas.

e Comparar os niveis de GLP-1 no periodo pds-prandial no primeiro, segundo e

terceiro trimestres da gestacao em mulheres ndo diabéticas.
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4 PACIENTES E METODO

4.1 Tipo de estudo

Foi realizado o estudo descritivo observacional do tipo longitudinal, prospectivo.

4.2 Aspectos éticos

A aprovacido do projeto foi solicitada ao Comité de Etica e Pesquisa da UFMS, de
acordo com a Resolucdo 196/96 (Conselho Nacional de Satide), que foi obtida com o
protocolo n°. 1133 de 29 de maio de 2008 (Anexo A). A declaracdo de uso de material

bioldgico foi adequadamente preenchida (Anexo B).

A aprovacdo do projeto também foi solicitada ao Conselho Diretivo do Nicleo do
Hospital Universitario da Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, a qual foi

obtida com a resolucdo n° 6 de 17 de fevereiro de 2009 (Anexo C).

4.3 Comunicado aos profissionais de saide

Um comunicado sobre o projeto, com os devidos documentos de aprovacdo pelo
Comite de Etica e Pesquisa, foi enviado aos profissionais dos ambulatérios de Ginecologia e

Obstetricia do HU/UFMS para ciéncia destes.
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4.4 Populacao estudada

4.4.1 Critérios de inclusdo

Foram considerados sujeitos da pesquisa, pacientes que se encontravam no primeiro

trimestre de gestacdo (idade gestacional < 13 semanas) e ndo diabéticas.

4.4.2 Critérios de exclusio

Foram considerados critérios de exclusdo: diagnostico de diabete melito, idade menor

que 18 anos, indigena, doengas mentais, institucionalizacao em unidades de detencao.

4.4.3 Critério de descontinuidade

O desenvolvimento do diabete gestacional foi considerado critério de descontinuidade.

4.5 Casuistica

Durante o periodo da pesquisa, 20 gestantes que atendiam aos critérios de inclusao
foram convidadas a participar, sendo que trés gestantes recusaram por motivos pessoais e 17
aceitaram. Foram coletadas amostras sanguineas de 17 pacientes e foram incluidas na anélise
estatistica as amostras de 14 gestantes atendidas no ambulatério Gestacdo do Servigo de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitirio Maria Aparecida Pedrossian, da UFMS,
durante o periodo de junho de 2009 a fevereiro de 2010. Do total de gestantes que aceitaram
participar, trés foram excluidas, duas por desenvolverem diabete gestacional e uma por

apresentar idade gestacional superior aos critérios da pesquisa.



40

4.6 Variaveis pesquisadas

Variavel dependente: GLP-1. Foram consideradas as medianas das dosagens de GLP-1

no jejum e pds-prandial no primeiro, segundo e terceiro trimestres.

Varidveis independentes: idade gestacional, peso, histéria de diabetes na familia,

abortos, nimero de gestacgoes.

A idade gestacional foi calculada em semanas, considerando a data da dltima
menstruacio e ultrassom, e categorizada em primeiro trimestre (zero a 13 semanas), segundo
trimestre (13 semanas e um dia a 26 semanas) e terceiro trimestre (26 semanas e um dia até o

termo da gestacao).

Para definir o indice de massa corpérea (IMC) foram utilizados os parametros
antropométricos, calculando-se o IMC a partir do peso (quilogramas) e da altura (metros), por

meio da féormula IMC = peso/alturaz.

A classificagdo do peso seguiu o critério da Vigilancia Alimentar e Nutricional

(SISVAN) que indica o IMC de acordo com a idade gestacional (Brasil, 2008), (Anexo D).

Os dados referentes a historico de diabete na familia, nimero de aborto e nimero de

gestacOes antecedentes foram informados pelas participantes durante a primeira abordagem.

4.7 Abordagem das gestantes

Antes da consulta médica, as gestantes foram abordadas individualmente para a
exposicao de informagdes sobre o projeto e procedeu-se o convite de participacdo. No total,
20 gestantes que atendiam aos critérios de inclusdo foram convidadas e 17 aceitaram
participar do estudo enquanto trés gestantes ndo aceitaram devido a indisponibilidade de
tempo. Para aquelas que aceitaram participar, foi solicitada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Apéndice A). Posteriormente responderam junto

a pesquisadora um formuldario, que foi atualizado a cada trimestre (Apéndice B).
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Apés adesdao voluntdria, as pacientes foram submetidas a protocolo especifico,
incluindo anamnese dirigida, cdlculo da idade gestacional, ultra-sonografia obstétrica, e
exames da rotina de pré-natal. A anamnese foi realizada na primeira consulta da assisténcia
pré-natal para identificar os critérios de inclusdao e exclusdo. O célculo da idade gestacional,
assim como a ultra-sonografia obstétrica e os dados referentes aos exames de rotina foram
realizados pelos profissionais responsdveis pelo pré-natal. Antecedente pessoal de diabete
gestacional, antecedente familiar de diabete melito, macrossomia, 6bito fetal sem causa
aparente, abortamento habitual foram informados pelas pacientes durante a primeira

abordagem.

Para avaliar a possibilidade de diabete melito foram realizadas as dosagens de
glicemia de jejum em cada trimestre e as gestantes que apresentavam glicemia superior a 90
mg/dL foram submetidas ao teste de tolerancia a glicose (TTG) e as que apresentaram teste

compativel com diabete melito foram excluidas da pesquisa.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram processados pelos programas Excel, o software estatistico Minitab
Versao 14 for Windows e realizou-se também a estatistica descritiva, sendo algumas varidveis
apresentadas em forma de tabelas. Para todos os testes foram considerados o valor de p de

0,05.

Para a comparagao dos niveis de GLP-1 entres os trimestres, foi escolhido o teste de
Wilcoxon, que € um teste ndo paramétrico para dados pareados obtidos em ocasides
diferentes. Baseia-se no sentido e na magnitude das diferencas entre os pares (AYRES et al.,
2003). Trata-se, portanto de um estudo de dados emparelhados (0 mesmo individuo €

submetido a duas medidas: antes e depois).
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4.9 Procedimento de coleta de dados

4.9.1 Coleta de sangue para dosagem do GLP-1

Para colecdo do plasma, o sangue foi coletado em tubos refrigerados de Vacutainer®
EDTA. Imediatamente foi acrescentado 10ul do inibidor DPP-IV para cada ml de sangue
total, conforme as orientacdes do fabricante do kit GLP-1 (Milipore — www.milipore.com).
As amostras foram centrifugadas imediatamente em centrifuga refrigerada (Sigma 4kl15) a
4000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos. O plasma foi separado, distribuido em

eppendorff e estocado a -20 °C até a andlise do GLP-1.

As coletas foram realizadas a cada trimestre de gestacdo, sendo em jejum e 30 minutos
ap6s um café da manha padronizado, de 401,33 +1,33 kcal, sendo aproximadamente 59,4% de
carboidrato, 16% de proteina e 24,6% de gordura, previamente calculados (Apéndice D),
baseado em uma dieta normal de 2000 kcal, seguindo as recomenda¢des da Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) nimero 360 de 23 de dezembro de 2003 da Agéncia de Vigilancia

Sanitaria.

4.9.2 Procedimento para dosagem do GLP-1

As dosagens do hormonio GLP-1 foram realizadas com o apoio da Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP), em Campinas-SP.

As andlises foram feitas em duplicata, seguindo as instru¢des do fornecedor do kit
Glucagon-Like Peptide-1 (Active) ELISA (EGLP-35K), Linco da Milipore. Este kit é ndo
altamente especifico para medir imunologicamente as formas ativas de GLP-1, GLP-1 (7-36

amida) e GLP-1 (7-37) em plasma e outros meios biol6gicos.

O teste foi realizado pelo ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) sanduiche,
sendo o método de detec¢dao o fluorimétrico. O principio do ELISA sanduiche consiste na
captura de antigenos por anticorpos especificos impregnados na microplaca. O conjugado
(anticorpo anti-antigeno marcado por uma enzima) interage com o antigeno capturado para

proporcionar especificidade a reagdo. O fluorocromo (fluoréforo), substincia que interage
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com conjugado, emite fluorescéncia a reacdo apos ser degradado pela enzima que marca o
conjugado. A intensidade de fluorescéncia emitida é medida por um espectrofotometro e

corresponde a quantidade da substincia pesquisada.

Assim, a anélise do GLP-1 foi baseada sequencialmente em (Figura 4):

= Amostra
Incubacao
20- 24h, 4°C
Conjugado
\}. \; Incubacéo \f v
2h, 25°C
Substrato
Incubagao
20 min, 25°C
escuro
Solucio de Leitura de
parada fluorescéncia |
5”: 3"’: — 350 nm
460 nm
Legenda:

v- Anticorpo monoclonal especifico para molécula GLP-1 ativa
® -Formas ativas: GLP-1 (7-36 amida) e GLP-1 (7-37)
\j - Anticorpo anti-GLP-1/ fosfatase alcalina

Figura 4 - Esquema da dosagem do GLP-1pelo método de ELISA

Primeiro ocorreu a captura do GLP-1 ativo da amostra por um anticorpo monoclonal
imobilizado nos pocos da microplaca, o qual ligou-se especificamente na regiao N-terminal da
molécula de GLP-1 ativo. Depois a microplaca foi lavada para remocdo das substancia ndo
ligadas. Entdo, adicionou-se o conjugado, anti-GLP-1 fosfatase alcalina, o qual se ligou ao

GLP-1 capturado. A microplaca foi lavada novamente para remog¢ao do conjugado ndo ligado.
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Apés foi adicionado o substrato 4-metil umbelifeil fosfato (MUP), que na presenga da
fosfatase alcalina forma um produto fluorescente que é o metil umbeliferona (MU) —

fluoréforo.

A quantidade de fluorescéncia € diretamente proporcional a concentragdo do GLP-1

ativo e foi medida no leitor Biostack Ready, da Biot.
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S RESULTADOS

Os resultados deste trabalho sdao apresentados nas tabelas de um a sete. No periodo de
junho de 2009 a fevereiro de 2010, 20 pacientes que preenchiam os critérios de inclusao
foram convidadas a participar do estudo. Dezessete pacientes aceitaram o convite. Foram
coletadas amostras sanguineas de 17 pacientes e, dentre estas, foram analisadas os resultados
de 14 gestantes. Os dados de trés mulheres ndo foram incluidos na anélise estatistica devido
ao desenvolvimento de diabete gestacional em duas pacientes e erro no cdlculo da idade

gestacional em uma paciente.

5.1 Caracteristicas da populacao estudada

As coletas das varidveis independentes e as dosagens do GLP-1 foram realizadas no
1°, 2° e 3° trimestre entre a 10* e 13% semanas (média de 12 semanas), 20* e 25% semanas

(média de 22 semanas) e 27* e 31* semanas (média de 29 semanas), respectivamente.

Dentre os sujeitos da pesquisa seis (42,85%) apresentaram idade igual ou superior a 30
anos, sendo apenas uma com idade superior a 40 anos. A maioria (57,14%) teve idade inferior
a 30 anos. Em relacdo a gestacdes anteriores, duas gestantes eram multiparas e a metade
(50,00%) primigesta. Cinco gestantes relataram aborto em gestacdo anterior, sendo que uma
(7,14%) apresentou dois abortos. O antecedente de diabete melito na familia, e pessoal de pré-
eclampsia e macrossomia estiveram presentes em 71,43%, 7,14% e 7,14%, respectivamente,

conforme a tabela 1.



Tabela 1 — Numero e porcentagem de gestantes de acordo com a faixa etdria, paridade,

nimero de aborto e antecedentes pessoais, n=14, Campo Grande-MS.

Variaveis Nudmero (%)

Idade (anos)

20-29 08 57,14
30-40 05 35,71
>40 01 7,14
Paridade

Primigesta 07 50,00
Secundigesta 05 35,71
Multipara 02 14,29
Abortos

0 09 64,29
1 04 28,57
2 01 7,14

Antecedentes Pessoais

Diabete melito 10 71,43
Pré-eclampsia 01 7,14
Macrossomia 01 7,14
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Durante o primeiro trimestre, seis gestantes (42,86%) apresentaram sobrepeso -
IMC>25,5, sendo que apenas uma gestante foi classificada como obesa em todos os
trimestres. No segundo e terceiro trimestres metade das gestantes apresentaram sobrepeso
com IMC>26,7 e IMC>27,7, respectivamente. Os resultados do IMC em cada trimestre estdao

representados na tabela 2.

Tabela 2 — Indice de massa corporal (IMC) nos trés trimestres de gestacio, em gestantes nio

diabéticas, Campo Grande-MS.

Paciente IMC
1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre

! 18 18,9 19,7
2 28 30,9 29.4
3 26,7 28,6 30

4 2,1 412 40,9
> 26.4 27.6 30.4
6 244 28,8 28,8
7 23.1 25.7 275
8 23 257 252
? 21 21,5 24,1
10 17,5 20,2 21,5
1 20 19,7 21,6
12 26,7 28.9 28.9
13 28,2 29,9 32

14 24,6 25,7 25,7

5.2 Resultados do GLP-1

As medianas das dosagens plasmaticas de GLP-1 no jejum foram estatisticamente
semelhantes nos trés trimestres da gestacdo. No periodo pds-prandial observou-se um
pequeno aumento da concentracdo do GLP-1 no terceiro trimestre, em relagdo aos trimestres

anteriores.
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Tabela 3 — Mediana e intervalo dos niveis de GLP-1 em cada trimestre de gestagao em jejum

e ap6s 30 minutos (pmol/L), n=14, Campo Grande-MS.

Tempo (min) 1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre
Jejum 3,15 (2,03-7,19) 3,16 (2,60-10,82) 3,28 (2,92-13,15)
Pds-prandial 3,95 (2,74-12,34) 3,94 (2,63-7,89) 4,60 (3,04-5,69)
Pés-prandial — jejum 0,80 0,78 1,32

Para a andlise dos resultados do GLP-1 entre os trimestres foi realizado,
primeiramente, o teste de normalidade com o objetivo de saber se a amostra tinha distribui¢ao
normal e determinar qual teste estatistico seria o mais adequado. Foi realizado o teste de
normalidade dos dados através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Foram analisados os dados
referentes aos trés periodos de analise (trés trimestres) inclusive em jejum e apds 30 minutos
da primeira refeigdo.

O teste de Kolmogorov-Smirnov constatou normalidade nos dados referentes ao 2°
trimestre de gestacdo ap6s 30 minutos (P > 0,150), sendo que nos demais periodos os dados
ndo apresentaram distribui¢do normal. Diante desses resultados optou-se pela aplicacdo de
testes ndo paramétricos para as analises estatisticas.

A comparagdo entre as diferencas das medianas entre 2° e 1°, 3° e 1° e 3° e 2° ndo
demonstrou diferenca estatistica para as dosagens realizadas no jejum. No periodo pds-

prandial houve elevagdo no terceiro trimestre de gestacao.

Tabela 4 - Teste de Wilcoxon com as diferencas dos dados emparelhados, n=14, Campo

Grande-MS.

Estado Periodo Wilcoxon Mediana Inferior Superior P
2° - 1° trimestre 59,0 0,17 -0,39 1,01 0,706

Jejum 3° - 1° trimestre 64,0 0,16 -0,24 0,81 0,490
3° - 2° trimestre 58,0 0,07 -0,72 0,50 0,754
2° - 1° trimestre 43,5 -0,24 -1,29 0,35 0,594

Pés prandial 3°- 1° trimestre 71,5 0,34 -0,19 0,98 0,245

3° - 2° trimestre 85,0 0,59 0,10 1,27 0,045
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6 DISCUSSAO

As agdes do GLP-1 no organismo sdo importantes para manter o equilibrio glicémico
e a sobrevida das células . Alguns estudos t€m demonstrado que a diminui¢do da secrecao ou
acdo destes hormonios tem relagcdo com o desenvolvimento do diabete melito tipo 2 (NAUCK
et al., 1993; VILSBOLL et al.; 2002, VILSBOLL 2004; FORBES et al., 2005). Estudos
mais recentes indicam que a deficiéncia desses hormonios € secundéria ao diabete e ndo sua
causa (KNOP et al., 2007; HOJBERG et al., 2008; VOLLMER et al., 2008).

Dentre as incretinas, o GLP-1 é a principal responsdvel pelo efeito incretina. E o GLP-
1 o principal mediador do estimulo a secrecdo de insulina glicose-mediado (VELASQUEZ-
MIEYER et al., 2003), o que justificou sua selecdo para o estudo. A secrecdo de GLP-1¢
estimulada pela glicose ingerida na forma de carboidratos simples e complexos. Embora as
células L intestinais estejam localizadas, principalmente, no ileo distal e célon, a secrecdo
fisioldgica de GLP-1 apresenta o primeiro pico em 15-30 minutos apds o inicio da ingestao de
alimentos seguido de um pico mais tardio entre 90-120 minutos (VILSBOLL et al., 2003).
Por esse motivo optou-se pela dosagem plasmética do GLP-1 em jejum e 30 minutos apds

refeicao de aproximadamente 400 kcal.

O tempo de coleta de 30 minutos apds a refei¢do utilizado neste estudo foi baseado em
pesquisas anteriores (VILSBOLL et al., 2003; RASK et al., 2004; FORBES et al., 2005) que
demonstraram pico da secrecdo basal de GLP-1 em 30 minutos ou alguma observacgdo
importante neste mesmo periodo. Isto também foi registrado em estudos mais recentes

(VOLLMER et al., 2008; LINDGREN et al., 2009, PALA et al., 2010).

J4 foi demonstrado que os alimentos funcionam como estimuladores exdgenos da
secrecdo dos hormonios incretinas, sendo influenciados, principalmente, pelos carboidratos,
gorduras e proteinas (KNAPPER et al., 1995; GUNNARSSON et al., 2006). A pesquisa foi
baseada em uma dieta normal (2000 kcal), para uma refei¢ao de café da manha (401,33 1,33

kcal) com aproximadamente 59,4% de carboidrato, 16% de proteina e 24,6% de gordura.

Ahbén et al. (2003) utilizaram um café da manha de 450 kcal composto de 50% de
carboidratos, 23% de gordura e 27% de proteinas e obtiveram o pico de GLP-lem 30 e 90
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minutos apds a refeicdo. As concentracdes de GLP-1, analisadas por radioimunoensaio,
durante a infusdo salina foram de 1,9 pmol/L em jejum e 5,6 pmol/L apds a alimentacdo e
assim como no presente estudo, a concentragdo de GLP-1 pos-prandial foi inferior ao valor de
referéncia. Toft-Nielsem er al. (2001) encontraram, pelo método de radioimunoensaio,
concentracoes de GLP-1 em jejum de 6,6 pmol/L para diabéticos tipo dois e 4,9 pmol/L para
pacientes com intolerancia a glicose e com tolerancia normal a glicose e os valores apds 240

minutos foram, respectivamente, de 907 pmol/L, 1927 pmol/L e 1587 pmol/L.

Vilsboll et al. (2003) demonstraram que o valor caldrico da refei¢do influencia no
resultado pos-prandial da GLP-1. Encontraram valores estatisticamente superiores utilizando
refeicoes de 520 kcal (GLP-lintacto = 1742+329) em comparacdo aos encontrados apds
refeicdo com 260 kcal (GLP-lintacto = 1544+306). Isto justificou a padronizacao da refei¢dao

utilizada neste estudo.

Em todos estes estudos observam-se grandes diferencas na concentracdo de GLP-1.
Isto pode ser devido ao teste laboratorial utilizado para a dosagem. Segundo Deacon et al.
(2009) a andlise dos horménios GLP-1 e GIP por ensaios imunoldgicos é dificil, porque o
metabolismo das moléculas precursoras desses hormonios origina varios peptideos diferentes,
como as isoformas de GLP-1, que podem reagir de forma cruzada durante o teste e,
conseqiientemente, alterar o seu resultado. O teste de radioimunoensaio, por detectar ndo s6 a
regido N-terminal da molécula de GLP-1, mas também a regido C-terminal, tende a
superestimar a concentracao do hormodnio. O ideal seria a extracdao dos peptideos interferentes
antes da andlise. O teste de ELISA sanduiche, por sua vez, ndo detecta a regido C-terminal e,
por isso, reflete com maior fidedignidade, os niveis plasmaticos de GLP-1 intacto, que € o
responsavel pelos efeitos enddcrinos de GLP-1. Entretanto, alguns interferentes ainda podem

ser encontrados, mas em menor quantidade que no radioimunoensaio.

O teste de ELISA possui alta especificidade e o kit utilizado, Glucagon-Like Peptide-1
(Active) ELISA (EGLP-35K), ¢ altamente especifico para medir imunologicamente as formas
ativas de GLP-1, GLP-1 (7-36 amida) e GLP-1 (7-37) em plasma e outros fluidos bioldgicos.
Desse modo, somente essas formas foram detectadas, enquanto em outros estudos podem ter

sido detectados, também, outros metabolitos.
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Outros interferentes dos testes para dosagem de GLP-1 sdo a rdpida degradacdo, a
necessidade da utilizag@o de inibidores, aparelhos refrigerados, que além de prejudicar o teste,

0 encarecem ainda mais.

Os resultados encontrados nesta pesquisa demonstram que durante a gesta¢do, nao
houve alteracdo dos niveis de GLP-Ina maior parte dos resultados, tanto no jejum como no
periodo pds-prandial. Estes resultados permitem algumas suposi¢des: a gestacdo ndo interfere
na sintese e secrecdo de GLP-1; a amostra foi pequena; o momento da coleta ndo foi

adequado para testar os objetivos da pesquisa.

O tempo de coleta, como ja mencionadobd, foi baseado em estudos anteriores, cujos
resultados apontaram para um primeiro pico de 30 minutos. Porém o ideal seria fazer uma
curva de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos e observar se os niveis pds-prandiais de GLP-1 estariam
dentro dos valores indicados. Na pesquisa foram encontrados valores de aproximadamente 3 a

5 pmol/L, tanto para o periodo de jejum quanto para o pdés-prandial.

Pala er al., (2010), usando o mesmo teste — Linco, também encontraram valores
inferiores ao de referéncia no pico de 30 minutos (£10 pmol/L para o grupo controle, +3
pmol/L para o grupo com diabete melito tipo 2 e 5 pmol/L para o grupo com tolerancia

diminuida a glicose).

Ja no estudo de Han et al., (2010) o nivel de GLP-1lintacto para o grupo com diabete
melito foi de aproximadamente 6 pmol/L, no pico correspondente a 20 minutos, € para o
grupo nao diabético, foi de £5 pmol/L para o pico de 30 minutos, utilizando o mesmo teste de

ELISA e refeicao de 556 kcal.

Por outro lado, Carr et al., (2010) analisaram a concentragao de GLP-1 em jejum e
apos sobrecarga de glicose e alimentacdo de 560 kcal. Em jejum, a concentragdo de GLP-1
em pacientes magros foi de 4 pmol/L enquanto em obesos foi de 2,3 pmol/L. Apds a
sobrecarga de glicose os niveis encontrados foram, respectivamente, 2380 pmol/L e 1310

pmol/L. Ja os niveis ap6s a refei¢ao foram de 1800 pmol/L e 360 pmol/L, respectivamente.

Os estudos envolvendo mulheres com diabete gestacional e mulheres saudéveis

também apresentaram resultados divergentes.
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Forbes et al. (2005) estudaram os niveis de insulina e de GLP-1 em 11 mulheres com
diabete gestacional e 11 mulheres saudédveis, em jejum e nos intervalos de 30, 60, 90 e 120
minutos apds a ingestdo 75 g de glicose, com o objetivo de observar se a diminui¢do da
secrecao de GLP-1 estd relacionada a progressao do diabete melito tipo 2 e por sua vez, com o
diabete gestacional. A resposta da concentracdo de GLP-1 de 0-30 minutos foi mais baixa em
mulheres com diabete gestacional e os autores concluiram que a deficiéncia do GLP-1 tem

importancia no desenvolvimento do diabete.

No mesmo ano (2005), Meier et al. ao estudarem 20 mulheres com histéria de diabete
gestacional e 20 gestantes sauddveis encontraram resultados diferentes. Nao observaram
diferenca na secrecdo de GLP-1 depois da ingestdo de glicose nas mulheres com histéria de

diabete gestacional e sugeriram que a secrecdo dos hormodnios incretinas é normal em

mulheres com antecedente de diabete gestacional.

Segundo Cypryck et al. (2007) a secre¢ao de GLP-1 e GIP parece nao desempenhar
um papel importante na patogénese do diabete gestacional. Isto porque, no estudo com 13
mulheres com diabete gestacional e 13 sauddveis, apds a sobrecarga de 75g de glicose, a
concentracdo de GLP-1 em jejum foi mais alta em mulheres com diabete gestacional, embora
ndo tenha sido observada diferenca significativa da resposta de GLP-1 entre os grupos, no
decorrer dos tempos de 0 a 120 minutos. Além disso, foi demonstrada uma correlacdo positiva
entre GLP-1 de jejum e concentragdo de insulina e resisténcia a insulina.

As adaptacdes do organismo da mulher durante a gestacdo poderiam influenciar na
secrecdo dos hormonios incretinas, como por exemplo: o retardo do esvaziamento géstrico
pode contribuir para a demora da chegada do alimento até as células L intestinais, diminuindo
a producdo de GLP-1, embora este seja controlado, também, por mecanismos neurais €
enddcrinos (GAUTIER; CHOUKEN; GIRARD, 2008). A insulina é um fator de regulacdo da
secrecdo de GLP-1 (PLAISANCIE et al., 1994) e durante a gestac@o ocorre hiperinsulinemia
que poderia contribuir, como feedback negativo, para a diminui¢do da secre¢cdo do GLP-1.
Neste estudo, ndo se observou, contudo, alteragdo nos niveis plasmdticos de GLP-1 no

primeiro, segundo e terceiro trimestres da gestacdo de mulheres ndo diabéticas.

A idade materna e o IMC sao fatores importantes a respeito do diabete gestacional.
Sabe-se que a idade materna superior a 25 anos € um fator de risco para o desenvolvimento do

diabete melito gestacional (ANNA ef al., 2008). Em relacdo as incretinas, em um estudo
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realizado em homens idosos e jovens, foi observado que nao houve efeito da idade sobre as

concentracdes de GLP-1 e GIP (MACLNTOSH et al, 2001).

A obesidade tem associacdo com a resisténcia a insulina. O tecido adiposo central é
mais fortemente ligado a essa resisténcia (BUSE; POLONSKY; BURANT, 2008). Velasquez-
Mieyer et al., (2003) observaram que a concentracdo de GLP-1 é maior em individuos de
menor peso comparado aos de maior peso. Schou et al., (2005) ao estudarem pacientes com
baixo peso ao nascer demonstraram que resposta das células B a glicose e ao GLP-1 e GIP é

normal, assim como a secre¢do desses hormdnios.

Na pesquisa praticamente nao houve diferencga significativa dos niveis de GLP-1 entre
os trimestres, embora tenha ocorrido diferenca significativa entre o 3° e 2° trimestre no
periodo poés-prandial, essa diferenca foi pequena e préxima da normalidade, tendo a
probabilidade de fazer parte dos 5% de erro inerente a todo teste estatistico. Portanto, ainda
s30 necessarios estudos que demonstrem o comportamento dos hormodnios incretinas na
gestacdo tanto em mulheres sauddveis quanto em diabéticas, visto que ndo estd bem definido

o papel destes hormonios durante a gestagdo.



54

7 CONCLUSOES

Na andlise dos niveis séricos de GLP-1 durante a gestacdo foi observado um
pequeno aumento da concentracao de GLP-1 no dltimo trimestre.

Ao comparar os niveis de GLP-1 no periodo de jejum ndo houve diferenca
significativa entre os trimestres.

Na comparacdo dos niveis de GLP-1 no periodo pds-prandial entre os trimestre
observou-se uma diferenca significativa entre o 2° e 3° trimestres, ndo observando

diferenca significativa nos demais trimestres.
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APENDICE A- Termo de consentimento livre e esclarecido.

CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO (RES. CONEP 196/96)

Niveis de GLP-1 durante a gestacido em mulheres nao diabéticas

B, oo eaaaes abaixo assinado, aceito
participar, como voluntdria, no estudo acima citado, desenvolvido neste ambulatério de pré-
natal, sob responsabilidade da farmacéutica-bioquimica Giselle Mocellin Peruzzo (CRF:
2946). Declaro que este consentimento foi-me entregue para leitura e depois, lido e
esclarecido de maneira a nao restarem ddvidas sobre a minha participagdo na pesquisa, de
acordo com os termos abaixo relacionados:

A)Fui informada que estou gravida, e que posso freqiientar este servico de pré-natal, com
direito ao atendimento médico, independente de participar do trabalho em questao.

B) Fui informada que minha participag¢do neste estudo € inteiramente voluntaria.

C) Fui informada que o diabete melito ¢ uma doenca que complica trés a cinco por cento das
gestagdes, podendo acarretar riscos a minha satude e a saide de meu filho.

D) Fui informada que existem algumas formas de se pesquisar esta doenca durante a gravidez.
Uma delas € a dosagem da glicemia de jejum associada a presenca de fatores de risco para
o diabete. A outra forma € a dosagem da glicemia plasmética uma, duas e trés horas apds a
ingestdao de 100 gramas de agucar (TTG 100g).

E) Fui informada que, nesta gravidez, estes exames serdo realizados em duas oportunidades -
antes de 20 semanas de gravidez e entre a 24" e a 28" semanas da gestagao.

F) Fui informada que, para realizacdo do TTG 100g, precisarei comparecer no dia agendado,
para coleta de sangue para a glicose em jejum. Em seguida, deverei ingerir 100g de agticar
diluido em 4gua com limdo e, entdo, serdo realizadas mais trés coletas de sangue para
dosagens da glicose, uma, duas e trés horas apds a ingestdo do agtcar.

G)Fui informada que deverei permanecer no laboratério por trés horas, em repouso e em
jejum, sem poder beber ou ingerir qualquer alimento ou fumar.

H) Fui informada que os hormdnios GIP e GLP-1 sdo substincias que atuam na secrecdo de

insulina e que estao diminuidos no diabete melito tipo 2.
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I) Fui informada que esses hormodnios ainda ndo foram estudados em gestantes saudaveis e
que a pesquisa pode contribuir para um melhor conhecimento sobre a fisiologia do diabete
na gravidez.

J) Fui informada que para a realizacdo das dosagens de GLP-1 precisarei comparecer, nos
dias agendados, no laboratério da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul e em
jejum, para a coleta de sangue. Estes dias corresponderdo a um a cada trimestre da
gestacgdo.

K) Fui informada que ap6s a coleta do sangue em jejum, receberei um lanche e que apés meia
hora serd coletada nova amostra de sangue. Estas coletas corresponderdo uma a cada
trimestre da gestacdo, nos mesmos dias da coleta em jejum.

L) Fui informada que ndo terei 6nus financeiro com a realizagdo destes exames.

M)Fui informada que a minha participacdo neste estudo nao serd paga e que os resultados
obtidos serdo utilizados apenas cientificamente, para ajudar outras pacientes, no futuro.

N)Fui informada que posso desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem
prejuizo aos cuidados médicos que vou receber.

O)Fui informada que tenho garantia de receber resposta a qualquer pergunta, divida ou
esclarecimento que julgue necessdrio acerca dos assuntos relacionados a esta pesquisa.
Assim poderei entrar em contato pelos telefones (67) 3345-3173 — farmacéutica-
bioquimica Giselle — ou (67) 33457187 — Comité de Etica em pesquisa com seres
humanos.

P) Por meio da minha participacdo neste estudo obterei beneficio pessoal de ser informada e
esclarecida sobre diabete melito e que esta pesquisa poderd contribuir para o diagndstico

precoce desta doenga, assim como novos métodos de prevencdo e tratamento.

Desta forma, uma vez lidos e entendidos tais esclarecimentos, dato e assino este
Consentimento Livre e Informado em duas vias, por estar de pleno acordo com o teor do

mesmo, ficando uma em minha posse.
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Campo Grande, MS, de de 2008

Participante (maior de idade), pais ou responsavel (se a gestante for menor de idade).

Pesquisadora



APENDICE B — Formuldrio de Pesquisa.

FORMULARIO DE PESQUISA

. NUMERO PACIENTE:

. Data de Nascimento:

. Idade Gestacional:

. Profissao:

. Naturalidade:

. Escolaridade:

. Renda mensal:

. Primeira Gestagdo ( ) ndo ( )sim

e Aborto ( )ndo ( )sim
e  Morete fetal ( ) ndo ( )sim
e Feto>4Kg( )ndo ( )sim

. Gestagdo Atual:

e pré-eclanpsia ( )ndo ( )sim
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1° trimestre 2° trimestre

3° trimestre

PA

Peso




10. OBS.:
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11. Dados Laboratoriais:

TTOG:

1° trimestre

2° trimestre

3° trimestre

jejum pos-
prandial

jejum pos-
prandial

jejum pos-
prandial

GLP-1




APENDICE D - Tabelas das combinacdes do lanche.
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Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Péssego Mais lun. 26 0 0 105
Bisnaguinha Saborzito 2 1/2un. 29 3,2 1,4 148
Queijo Minas Frescal Flori 34g 2,26 10,2 11,33 | 147,33
57,26 13,4 12,73 | 400,33

Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Maracujd Kapo lun 23 0 0 93
Bisnaguito Pulman 2 1/2un 29 3,2 2,2 148
Queijo Minas Frescal Trem Minas 60g 4 14 10 160
56 17,2 12,2 401

Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Maracujd Kapo lun. 23 0 0 93
Bisnaguinha Saborzito 2 1/2un 29 3,2 1.4 148
Queijo Minas Frescal Trem Minas 60g 4 14 10 160
56 17,2 11,4 401

Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Laranja Kapo lun. 22 0 0 87
Bisnaguito Pulman 2 1/2un. 29 3,2 2,2 148
Queijo Minas Frescal Trem Minas 62g 4,13 14,46 10,33 | 165,33
55,13 17,66 12,53 | 400,33

Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Laranja Kapo lun. 22 0 0 87
Bisnaguito Saborzito 2 1/2un. 29 3,2 1,4 148
Queijo Minas Frescal Trem Minas 62g 4,13 14,46 10,33 | 165,33
55,13 17,66 11,73 | 400,33

Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Abacaxi Kapo lun. 22 0 0 88
Bisnaguito Pulman 2 1/2un. 29 3,2 2,2 148
Queijo Minas Frescal Trem Minas 62g 4,13 14,46 10,33 | 165,33
55,13 17,66 12,53 | 401,33
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Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Abacaxi Kapo lun. 22 0 0 88
Bisnaguito Saborzito 2 1/2un. 29 3,2 1,4 148
Queijo Minas Frescal Trem Minas 62g 4,13 14,46 10,33 | 165,33
55,13 17,66 11,73 | 401,33
Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Uva Mais lun. 29 0 0 116
Bisnaguinha tradicional Salma 2 1/2un. 25,25 2,75 1,5 125
Queijo Minas Frescal Trem Minas 60g 4 14 10 160
58,25 16,75 11,5 401
Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Maracuja Kapo lun 23 0 0 93
Bisnaguito Pulman 2 1/2un 29 3,2 2,2 148
Queijo Minas Flori 37g 2,46 11,1 12,33 | 160,33
54,46 14,3 14,53 | 401,33
Produto Quantidade | Carboidratos | Proteinas | Gorduras Totais | VCT
Suco Uva Mais lun. 29 0 0 116
Bisnaguinha tradicional Salma 2 1/2un. 25,25 2,75 1,5 125
Queijo Minas Frescal Flori 37g 2,46 11,1 12,33 | 160,33
56,71 13,85 13,83 | 401,33




ANEXO A — Carta de aprovagio do Comité de Etica.

AN
niversidade Federal de Mato Grosso do Sul Y 7
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS N\

Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1133 da
Pesquisadora Giselle Mocellin Peruzzo intitulado “Niveis de GLP 1 e GIP durante a
gestagdo em mulkeres ndo diabéticas’, e o seu Termo de (Consentimento Livre e
Esclarecido, foram revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria no dia
29 de maio de 2008, encontrando-se de acordo com as resolucdes normativas do

Ministério da Saiide.

Coordenador do-Comité de tica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 4 de junho de 2008.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

htto:/amanar propp ufmes br/bioeticalcen/
bioetica@propp.ufms.br

fone 0XX67 345-7187
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ANEXO B - Declaracdo de Uso de Material Biol6gico e Dados Coletados.

/ \
4 ﬁt 7$2§Ff‘%‘l UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
G COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS/CEP

DECLARACAO DE USO DE MATERIAL BIOLOGICO E DADOS COLETADOS

Declaramos, para os devidos fins, que o material biol6gico (sangue), os dados e as
informacdes coletadas serdo usados exclusivamente para os fins previstos no protocolo
intitulado: “Niveis de GLP-1 e GIP durante a gestacao em mulheres nao diabéticas”.
Todo o material bioldgico serd desprezado, conforme os procedimentos do laboratério, logo
apos o resultado de todas as andlises.

Campo Grande, de de 2008.

Investigador Principal
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ANEXO C - Resolu¢do do Conselho Diretivo do Nucleo do Hospital Universitdrio da
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Servigo Publico Federal
Ministério da Educac¢éao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul Umf M

RESOLUCAO N° 06 DE 17 DE FEVEREIRO DE 2009.

O Presidente do Conselho Diretivo do Nicleo de Hospital
Universitario da Funda¢io Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, no uso de suas atribui¢des legais, em reunido ordinaria
realizada no dia 17 de fevereiro de 2009, resolve:

Aprovar o Projeto de Pesquisa intitulado: Niveis de GLPI e GIP
durante a gestagio em mulheres ndo diabéticas, sob a Coordenagéo de
Gisele Mocellin Peruzzo e Orientagdo do Prof. Wilson Ayash.

Nogueira de Leles

Av.Senador Felinto Muller, s/n° - Campus Universitarios — Vila Ipiranga — Campo Grande-MS
Fone(fax) (67) 3345 3349 — Fone: (67) 3345 3304



ANEXO D - Tabela do IMC segundo a idade gestacional do Ministério da Saude.

Classificacdo do estado nutricional da gestante segundo indice de Massa
Corporal - IMC por semana gestacional:

Semana Baixo peso Adequado (A) Sobrepeso (5) Obesidade (Q)
gestacional (BP) IMC = IMC entre IMC entre IMC 2
6 19.9 20,0 24,9 25.0 30,0 30,1
7 20,0 201 25,0 25,1 30,1 30,2
8 201 20,2 25.0 25,1 30,1 30,2
9 20,2 20,3 25,1 25,2 30.2 30,3
10 20,2 20,3 252 25.3 30.2 30,3
11 203 20,4 25.3 25.4 30,3 30,4
12 204 20,5 254 25,5 30.3 30,4
13 206 20,7 25,6 25,7 30,4 30,5
14 20,7 20,8 25,7 25.8 30,5 30,6
15 208 20,9 25,8 25,9 30,6 30,7
16 21,0 21,1 25,9 26,0 307 30.8
17 211 21,2 26,0 26,1 30,8 30,9
18 21,2 21,3 26,1 26,2 309 31,0
19 214 21,5 26,2 26,3 30,9 31,0
20 215 21,6 26,3 26,4 31,0 311
21 217 21,8 26,4 26,5 31 3.2
22 218 21,9 26,6 26,7 31,2 31,3
23 22,0 221 26,8 26,9 31,3 314
24 222 223 26,9 27.0 31,5 31,8
25 224 225 27.0 271 318 3.7
26 226 227 27.2 27.3 31,7 31,8
27 227 228 27.3 27.4 318 31,9
28 229 23,0 27.5 27.6 319 32,0
29 231 23,2 27.6 27.7 320 321
30 233 23,4 27.8 27.9 321 32,2
31 234 23,5 27.9 28.0 322 32,3
32 23,6 23,7 28,0 28,1 323 32,4
33 23.8 239 28,1 28,2 324 32,5
34 239 24,0 28,3 28,4 325 328
35 241 242 28,4 28,5 326 32,7
36 242 243 28,5 28.6 327 32,8
37 243 24,5 28,7 28.8 328 32,9
38 245 246 28.8 28.9 32,9 33.0
39 247 248 28,9 29.0 330 331
40 249 25.0 29,1 29,2 331 332
41 25,0 251 20,2 29.3 332 333
42 25,0 251 29,2 29.3 332 33,3




