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RESUMO

Conexdes enteroendocrinas na deficiéncia isolada de GH devido a uma mutagéo no gene
do receptor do GHRH. Alécia Josefa Alves Oliveira Santos. Aracaju, 2019.

INTRODUCAO: O GH e IGF-I sdo cruciais para o estabelecimento do tamanho corpéreo e
regulacdo da ingestdo de alimentos, armazenamento de nutrientes e sensibilidade a insulina.
Existem conexdes enteroenddcrinas entre o eixo GH/IGF-1 e insulina, grelina e peptideo
semelhante ao glucagon-1 (GLP-1). A acdo dessas conexdes na deficiéncia de GH (DGH) é
desconhecida.

OBJETIVO: Estudar as conexdes enteroenddcrinas antes e depois de um teste com refeicdo
padrdo em uma populacdo homogénea de adultos com deficiéncia isolada de GH (DIGH),
congénita e ndo tratada, devido a uma mutacéo no gene do receptor do GHRH.

CASUISTICA E METODOS: Trata-se de um estudo transversal com 20 individuos com
DIGH e 20 controles. Foram aferidas as concentragdes de glicose, insulina, grelina e GLP-1
antes e em 30, 60, 120 e 180 min apos a ingestdo de uma refeicdo teste padronizada. Foram
calculados HOMA-IR e HOMA-B. Os participantes pontuaram, em escala analdgica visual, os
sentimentos de fome, plenitude e consumo alimentar prospectivo. Os principais resultados
foram encontrados para: areas sob as curvas (AUC) de glicose, insulina, grelina, GLP-1,
fome, plenitude e consumo alimentar prospectivo.

RESULTADOS: HOMA-IR e HOMA-f foram menores na DIGH que nos controles (p=0,002
e p=0,023, respectivamente). As AUC foram maiores para a fome (p<0,0001), glicose
(p=0,0157), grelina (p<0,0001) e GLP-1 (p<0,0001) e menores para plenitude (p<0,0001) na
DIGH em comparacdo aos controles. Nao houve diferenca na AUC para consumo alimentar
prospectivo e concentragdes de insulina.

CONCLUSOES: A DIGH nio tratada esta associada ao aumento da secrecio de GLP-1 e
menor supressdo da grelina e da fome pds-prandial em resposta a uma refeicdo mista. Essas
conexdes enteroenddcrinas podem resultar em um resultado favoravel em termos de
adaptacdo ambiental, garantindo a ingestdo adequada de alimentos e podem conferir
beneficios metabolicos.

Descritores: GH. Grelina. GLP-1. Ingestao alimentar.



ABSTRACT

Enteroendocrine connections in isolated GH deficiency due to a GHRH receptor gene
mutation. Alécia Josefa Alves Oliveira Santos. Aracaju, 2019.

CONTEXT: GH and IGF-I are crucial for attainment of normal body size and regulation of
food intake, nutrients storage, and insulin sensitivity. Enteroendocrine connections exist
between the GH/IGF-1 axis and insulin, ghrelin, and glucagon-like peptide 1 (GLP-1). The
status of these connections in GH deficiency (GHD) is unknown.

OBJECTIVE: To study the enteroendocrine connections before and after a standard meal test
in a homogeneous population of adults with congenital untreated isolated GHD (IGHD) due
to a mutation in the GHRH receptor gene.

MATERIALS AND METHODS: In a cross-sectional study of 20 IGHD and 20 controls, we
measured glucose, insulin, ghrelin, and GLP-1 before and 30, 60, 120 and 180 min after a
standardized test meal. HOMA-IR and HOMA-3 were calculated. Participants scored on a
visual analogue scale the feelings of hunger, fullness, and prospective food consumption.
Main outcome measures: areas under the curves (AUC) of glucose, insulin, ghrelin, GLP-1,
hunger, fullness and prospective food consumption.

RESULTS: Fasting HOMA-IR and HOMA-B were lower in IGHD than controls (p=0.002
and p=0.023 respectively). AUC were higher for hunger (p<0.0001), glucose (p=0.0157),
ghrelin (p<0.0001) and GLP-1 (p<0.0001), and smaller for fullness (p<0.0001) in IGHD
compared to controls. There was no difference in AUC for prospective food consumption or
insulin.

CONCLUSIONS: Untreated IGHD is associated to increased GLP-1 secretion and reduced
post-prandial ghrelin and hunger attenuation in response to a mixed meal. These
enteroendocrine connections can result into a favourable outcome in terms of environmental
adaptation, guaranteeing appropriate food intake, and can confer metabolic benefits.

Descriptors: GH. Ghrelin. GLP-1. Food intake.
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1 INTRODUCAO

O hormonio do crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante a Insulina-tipo |
(IGF-I) s@o fundamentais para a obten¢do do tamanho normal do corpo, mas também atuam
na regulacdo de fungbes corporais importantes, incluindo ingestdo de alimentos,
armazenamento de nutrientes e sensibilidade a insulina (AGUIAR-OLIVEIRA; BARTKE,
2019). A secrecdo hipofisaria de GH é feita sob controle hipotaldmico, que envolve dois
peptideos estimuladores (o horménio liberador do GH (GHRH) e a grelina) e um peptideo
inibitério (a somatostatina) e a retroalimentacdo pelo IGF-1 circulante, produzido
principalmente no figado. As conexdes enteroenddcrinas entre o eixo GH/IGF-I e insulina,
grelina e peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) ndo estdo completamente
compreendidas, contudo possivelmente devem existir porque o crescimento requer energia
adequada e estimulo nutricional. Nesse contexto, a insulina e 0 GH s&o essenciais para ajustar
a utilizacdo de energia a quantidade de alimentos, promovendo anabolismo ou catabolismo,
quando necessario. A insulina € o principal horménio metabdlico poés-alimentar, ja o GH
assume um papel importante como estimulador da lipolise durante o jejum prolongado
(SAKHAROVA; HOROWITZ; SURYA et al., 2008). Além disso, o eixo GH/grelina parece
apresentar um papel essencial para sobreviver a fome prolongada (GOLDSTEIN; ZHAO; LI
et al., 2011).

A grelina foi descoberta em 1999 (KOJIMA; HOSODA; DATE et al., 1999),
apresenta em sua estrutura 28 aminoacidos sendo a n-octanoilacdo na posicao 3 da serina, na
molécula necessaria para sua bioatividade. Este horménio € produzido pelas células
gastrointestinais, particularmente no fundo do estébmago. A grelina estimula a secrecdo de
GH, reduz a secrecdo de insulina e estimula a fome. O pico da secrecdo da grelina ocorre
antes das refeicdes, com queda ap6s as mesmas (Figura 1) (BEGLINGER; MEYER-
GERSPACH; GRAF et al, 2014; IWAKURA; KANGAWA; NAKAO, 2015; TONG;
DAVIS; GASTALDELLLI et al., 2016). Em camundongos, a grelina enddgena parece nédo ser
um regulador essencial para ingestdo de alimentos, contudo apresenta acdo importante na
regulacdo do apetite e na determinacdo da preferéncia pelo combustivel metabolico
(WORTLEY; ANDERSON; GARCIA et al., 2004). Embora a grelina seja um potente agente
estimulante do apetite em seres humanos (BUSS; HAVEL; EPEL et al., 2014), e um
potencializador enddgeno do eixo GH-IGF-1 (INUI, 2001), seu papel na fisiologia humana
ainda é discutido (NASS; GAYLINN; THORNER, 2011).
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O GLP-1 é um produto tecido-especifico do gene do proglucagon. E secretado em
resposta a ingestdo de nutrientes pelas células enteroenddcrinas L. O GLP-1 potencializa a
secrecdo de insulina e inibe a secrecdo de glucagon (efeito incretina) e contribui para a
saciedade. A secrecdo do GLP-1 atinge o pico cerca de uma hora apoés as refei¢cdes (Figura 1)
(BAGGIO; DRUCKER, 2007; KREYMANN; GHATEI; WILLIAMS et al., 1987; MOJSQV;
WEIR; HABENER, 1987). Recentemente, foi descrita uma nova conex&o enteroenddcrina,
através da qual a grelina aumenta a secrecdo de GLP-1 em camundongos (GAGNON;
BAGGIO; DRUCKER et al., 2015; LINDQVIST; SHCHERBINA; FISCHER et al., 2017) e,
provavelmente, em humanos (TONG; DAVIS; GASTALDELLI et al., 2016). Deve existir
uma realimentacdo entre 0 GLP-1 e a somatostatina, na qual o GLP-1 aumenta a liberagdo de
somatostatina e a somatostatina diminui a secre¢do de GLP-1 (CHISHOLM; GREENBERG,
2002; HEER; RASMUSSEN; COY et al., 2008; IRGAARD; HOLST, 2017). E conhecido
que o IGF-1 além de frear a secrecdo de GHRH, estimula a secrecdo de somatostatina, um
peptideo inibitério ndo sé da secrecdo de GH quanto do horménio estimulador da tireoide
(TSH) e do GLP-1. Na DIGH de Itabaianinha, a deficiéncia grave de IGF-1 causa uma
reducdo da somatostatina, testemunhada pelos niveis moderadamente elevados de TSH nestes
individuos (GONDO; AGUIAR-OLIVEIRA; HAYASHIDA et al., 2001). Especulamos,
também por este mecanismo que as concentracfes de GLP-1 possam ser elevadas nestes
individuos (Figura 2). Interessantemente, a grelina que reduz a secrecdo de insulina, € um
potente estimulador da secrecdo de GLP-1, o qual aumenta a sensibilidade insulinica
(GAGNON; BAGGIO; DRUCKER et al., 2015; LINDQVIST; SHCHERBINA; FISCHER et
al., 2017; TONG; DAVIS; GASTALDELLI et al., 2016).
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Figura 1 Niveis de grelina e GLP-1 basais e apds um desjejum, com 490 kcal, 53 g de
carboidratos, 17 g de lipideos e 11 g de proteinas
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Figura 2 Representacdo esquematica dos mecanismos de controle da secrecdo de GH, GLP-1

e TSH. HT: hormdnios tireoideanos. TRH: hormonio liberador do TSH

- + +
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Adaptacéo de Portes (1998).

citadas em humanos é atualmente desconhecido. A DGH adquirida geralmente consiste de
multiplos déficits hormonais hipofisarios, pode ocorrer ap6s uma cirurgia ou irradiacao
hipofisaria. Além disso, pode estar associada a comorbidades como obesidade, resisténcia a
insulina ou dislipidemia. Essa interacdo de fatores dificulta a analise do claro impacto da
DGH nessas conexfes. Descrevemos uma grande coorte de individuos residentes no
municipio de Itabaianinha, no nordeste do Brasil, que sdo afetados por nanismo grave devido
a deficiéncia isolada de GH (DIGH) tipo IV, causado pela mutacdo homozigética ¢.57 + 1 G
— A no gene do receptor do GHRH (GHRHR, OMIM n. 618157), resultando em GH e IGF-I
séricos muito baixos ao longo da vida (SALVATORI; HAYASHIDA; AGUIAR-OLIVEIRA
et al., 1999). Foi observado que estes individuos com DIGH apresentam uma combinacao de
reducdo da funcdo das células beta, com melhor sensibilidade a insulina, avaliada ndo sé pelo
modelo homeostatico de avaliacdo da insulino-resisténcia (HOMA-IR), como também pelo
indice de insulinosensibilidade (IS) apds teste oral de ingestdo de glicose em 2 horas (OGIS2)
e 3 horas (OGIS3). Estes indices apresentam excelente correlacdo com clamp euglicémico

hiperinsulinémico, o padrdo-ouro para avaliar a sensibilidade insulinica (OLIVEIRA;


https://www.omim.org/entry/618157

17

SALVATORI; BARRETO-FILHO et al., 2012). Apesar da resisténcia completa ao GHRH, a
secrecdo de GH desses individuos responde, embora de forma minima, aos agonistas do
receptor da grelina (GONDO; AGUIAR-OLIVEIRA; HAYASHIDA et al., 2001).

Camundongos com DIGH devido a ablagdo do gene GHRH (GHRHKO) comem mais,
sdo mais ativos (RECINELLA; SHOHREH; SALVATORI et al., 2013) e tém niveis mais
elevados de grelina sérica em comparagdo aos que apresentam suficiéncia de GH, sugerindo
que existe um feedback negativo entre o eixo GH/IGF-I e a secrecdo de grelina, e que a
grelina elevada na DIGH poderia contribuir para o aumento da ingestdo alimentar
(RECINELLA; LEONE; FERRANTE et al., 2017). Estes camundongos apresentam aumento
da gordura subcutanea e visceral, acompanhada por menor ganho de peso (RECINELLA;
SHOHREH; SALVATORI et al., 2013). Isto pode ser justificado pelo aumento da atividade
locomotora e termogénica (LEONE; CHIAVAROLI; SHOHREH et al., 2015).

Observamos que os individuos com DIGH de Itabaianinha comem proporcionalmente
mais do que os controles (OLIVEIRA-SANTOS; SALVATORI; GOMES-SANTOS et al.,
2016), apresentam obesidade visceral (GOMES-SANTOS; SALVATORI; FERRAO et al.,
2014), sendo também bastante ativos (ANDRADE-GUIMARAES; AGUIAR-OLIVEIRA;
SALVATORI et al., 2019) e conforme demonstrado no apéndice C desta tese, apresentam
notavel capacidade de marcha e equilibrio postural (Figura 3) (SANTANA-RIBEIRO;
MOREIRA-BRASILEIRO; AGUIAR-OLIVEIRA et al, 2019). Portanto, levantamos a
hipdtese de que estes individuos, a semelhanca dos camundongos com GHRHKO, podem ter
niveis mais elevados de grelina circulante, resultando na reducdo da secrecdo de insulina,
parcialmente compensada pelo aumento da sensibilidade insulinica, em parte devido a maior
secrecdo do GLP-1. Para tanto, resolvemos estudar o comportamento destes horménios e das

sensacOes de apetite, antes e apds uma refeicdo padrao.
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Figura 3 llustracdo do equilibrio postural em individuos com DIGH no centro de pressdo
(CP) na placa de forca, na posicdo antero-posterior (AP) e mediolateral
(ML)

Frente

Esquerda Direita

Adaptacdo de Santana-Ribeiro, Moreira-Brasileiro, Aguiar-Oliveira et al. (2019).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Deficiéncia do Hormonio de Crescimento

O hormbnio de crescimento (GH), ou horménio somatotr6fico, além da acdo
promotora do crescimento, atua na composicdo corporal, na regulacdo do metabolismo
proteico, lipidico, glicidico e 6sseo (CRUZAT; JUNIOR; TIRAPEGUI et al., 2008). Dessa
forma atua como hormdnio anabdlico, lipolitico e hiperglicemiante. O GH estimula a lipélise
durante o jejum prolongado (SAKHAROVA; HOROWITZ; SURYA et al, 2008). No
entanto, o potencial de promover o crescimento do GH é secundario devido a sua capacidade
para modular o metabolismo e a homeostase energética (MOLLER; GJEDSTED; GORMSEN
et al., 2003; VIJAYAKUMAR; YAKAR; LEROITH, 2011), garantindo o balango energético
e a composicdo corporal adequados para o estabelecimento da estatura adulta, capacidade
reprodutiva e de sobrevivéncia (ANISIMOV; BARTKE, 2013).

O GH apresenta importantes fungdes metabolicas nos tecidos de forma sinérgicas ou
antagbnicas ao IGF-1. Por exemplo, acOes sinérgicas ocorrem sobre o anabolismo proteico e
remodelacdo 0ssea. Enquanto a¢des antagdnicas ocorrem sobre o metabolismo lipidico (sendo
0 GH lipolitico e o IGF-I lipogénico), e sobre o metabolismo glicidico (o0 GH reduz a
sensibilidade insulinica e € hiperglicemiante e o IGF-1 aumenta a sensibilidade insulinica e €
hipoglicemiante) (ANDRADE-GUIMARAES; AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORI et al.,
2019; CRUZAT; JUNIOR; TIRAPEGUI et al, 2008; OLIVEIRA; SALVATORI;
BARRETO-FILHO et al., 2012). A tabela 1 mostra os principais efeitos metabolicos do GH e
do IGF-1 (AACE, 2003).

Tabela 1 Acdes metabdlicas do GH e do IGF-I

Processo Efeito

Homeostase insulino - glicidica GH Antagoniza efeitos da insulina
IGF-1 Efeito semelhante a insulina

Lipolise GH Lipolitico
IGF-1 Inibe a lipdlise

Remodelacéo 6ssea GH Ativa a remodelacéo 6ssea
IGF-1 Ativa a remodelagdo 0ssea
Sintese de proteina GH Aumenta a massa muscular

IGF-1 Aumenta a massa muscular

Adaptacdo de AACE (2003).
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O GH é secretado pela adenohipéfise, segundo a regulagdo hipotalamica, a qual
envolve dois fatores estimulatérios (GHRH e grelina) e outro inibitério (somatostatina)
(Figura 4). O GHRH e a somatostatina atuam em receptores especificos acoplados a proteina
G, expressos na superficie das células somatotréficas. A ativacdo do primeiro receptor
aumenta a producdo intracelular do AMP ciclico e estimula a proliferacdo do GH, e a ativagdo
do segundo receptor diminui essa acdo (SALVATORI; SERPA; PARMIGIANI et al., 2006).
Ja a grelina estimula a producdo de GH através da ligacdo ao receptor dos secretagogos do
GH (GHS-R) nos somatotrofos (ARVAT; MACCARIO; DI VITO et al.,, 2001; SOUZA;
SALVATORI; MARTINELLI JR et al., 2004; WAINRAJCH; TEN; GERTNET et al., 2000).
Por sua vez, o GH liga-se ao seu receptor (GHR) e via ativacdo do sistema JAK-STAT,
principalmente no figado, produz o IGF-1 (HERRINGTON; CAETER-SU, 2001). A DGH é
classificada em adquirida ou genética. A adquirida engloba causas tumorais, inflamatorias,
traumas cranianos e idiopaticas. Frequentemente € associada a deficiéncias de outros
horménios hipofisarios. Ja a DGH genética consiste na deficiéncia isolada de GH (DIGH)
causada por mutacdes no gene do receptor do GHRH, ou no gene do GH, e a DGH associada
a déficit de varios hormdnios hipofisario, provocadas por mutacbes em genes de transcricao
de varios fatores pituitarios. (PHILIPS; HIJELLE; SEEBURG et al., 1981; SALVATORI;
HAYASHIDA; AGUIAR-OLIVEIRA et al., 1999; SALVATORI; FAN; PHILLIPS et al.
2001).



21

Figura 4 Esquema representativo da regulacdo intrinseca do eixo GH-IGF. A secre¢do de GH
pela hipofise é estimulada pelo GHRH hipotalamico e pela grelina géstrica e inibida pela
somatostatina
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IGF-I
!

Adaptacdo de Aguiar-Oliveira, Oliveira, Pereira et al. (2010).

2.2 DIGH de Itabaianinha

Foi identificado no municipio de Itabaianinha, Sergipe, um grupo familiar de
individuos com deficiéncia isolada de GH (DIGH) do tipo 1V, em decorréncia de mutacéao
homozigotica ¢.57 + 1G — A no gene do receptor GHRH (GHRHR) (Figura 5), a qual foi
amplificada em decorréncia do isolamento geografico e das altas taxa de casamentos
consanguineos (Figura 6). Estes pacientes apresentam severa e proporcional baixa estatura (-
9,6 a -52 desvios-padrdo da média para estatura) (AGUIAR-OLIVEIRA; GILL;
BARRETTO et al., 1999). Conforme esperado, os individuos afetados ndo respondem ao
estimulo agudo ou cronico com GHRH (GOMES-SANTOS; SALVATORI; FERRAO et al.,
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2014, SALVATORI; HAYASHIDA; AGUIAR-OLIVEIRA et al, 1999; SOUZA,
SALVATORI; MARTINELLI JR et al., 2004).

Figura 5 Mutacdo homozigo6tica (¢.57 + 1G — A) no gene do receptor do GHRH, na DIGH
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Salvatori, Hayashida, Aguiar-Oliveira et al. (1999).
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Figura 6 Individuos com DIGH de Itabaianinha e o professor Dr. Manuel Herminio (1995)
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A DIGH promove caracteristicas particulares nos individuos afetados. Como por
exemplo, reducdo do perimetro cefalico, o qual é menor que a altura anterior da face, com o
desenvolvimento de facies de “boneca” ou facies de “anjo querubim (OLIVEIRA-NETO;
MELO; FRANCO et al., 2011). Voz aguda e forte devido a menor porcéo inferior da laringe
(BARRETO; D'AVILA; SALES et al., 2009). Apresentam hipoplasia acentuada da pituitaria
(OLIVEIRA; SALVATORI; KRAUSS et al., 2003), visto que o0 GHRH é importante para o
desenvolvimento dos somatotrofos hipofisarios, conforme relatados nas primeiras descrigdes
de mutacdes nulas do receptor do GHRH (MURRAY; MAHESHWARI; RUSSEL et al.,
2000; NETCHINE; TALON; DASTOT et al., 1998). Além da hipofise, apresentam também
tamanho reduzido de alguns 6rgdos corrigidos pela superficie corpdrea (tireoide, coragéo,
utero e baco) (ALCANTARA; SALVATORI; SILVA et al, 2006; BARRETO-FILHO;
ALCANTARA; BARRETO et al., 2002; OLIVEIRA; SALVATORI; KRAUSS et al., 2003;
OLIVEIRA; MARQUES-SANTOS; BARRETO-FILHO et al, 2006; OLIVEIRA,;
SALVATORI; NOBREGA et al., 2008) e aumentado de outros também corrigidos pela
superficie corpérea (pancreas, rins e figado) (OLIVEIRA; SALVATORI; NOBREGA et al.,
2008). Exibem aumento do percentual (%) de massa gorda (principalmente na regido truncal e
visceral), associada a uma diminui¢cdo da massa magra (BARRETO; GILL; FREITAS et al.,
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1999; BARRETO-FILHO; ALCANTARA; SALVATORI et al., 2002; GOMES-SANTOS;
SALVATORI; FERRAO et al., 2014). Contudo, apresentam maior resisténcia periférica a
fadiga, demonstrando funcdo muscular satisfatéria (ANDRADE-GUIMARAES; AGUIAR-
OLIVEIRA; SALVATORI et al., 2019), séo ativos, tem notavel equilibrio postural e de
marcha e sem aumento no risco de quedas (SANTANA-RIBEIRO; MOREIRA-
BRASILEIRO; AGUIAR-OLIVEIRA et al., 2019). Também apresentam aumento nos niveis
de colesterol total e LDL-C, aumento da presséo arterial sistélica sem hipertrofia ventricular
(BARRETO-FILHO; ALCANTARA; SALVATORI et al., 2002), com aumento da
sensibilidade insulinica e da adiponectina e niveis normais de leptina (OLIVEIRA;
SALVATORI; MENEGUZ-MORENQO et al., 2010; OLIVEIRA, SALVATORI; BARRETO-
FILHO et al., 2012). Apesar de alguns individuos com DIGH apresentarem diabetes mellitus
(VICENTE; ROCHA; SALVATORI et al., 2013), ndo tem aterosclerose prematura, com
longevidade normal (AGUIAR-OLIVEIRA; OLIVEIRA; PEREIRA et al., 2010; BARBOSA,;
SALVATORI; OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA; MARQUES-SANTOS; BARRETO-
FILHO et al., 2006).

Sendo assim, apesar de apresentarem fatores contribuintes para as doencas
cardiovasculares, ndo parecem exibir suas consequéncias e tem qualidade de vida normal
(AGUIAR-OLIVEIRA; OLIVEIRA; PEREIRA et al., 2010). Dados prévios mostram que
individuos com DIGH, ap0s a ingestdo de um teste com carga oral de glicose apresentam
maior area sobre a curva (AUC) de glicose com AUC para insulina similar a controles,
traduzindo reducdo da funcdo das celulas beta e aumento da sensibilidade a insulina.
(OLIVEIRA; SALVATORI; BARRETO-FILHO et al., 2012). Além disso, 0 grupo com
DIGH apresenta um maior consumo enérgetico que controles normais quando corrigido pelo
peso corporal (OLIVEIRA-SANTOS; SALVATORI; GOMES-SANTOS et al., 2016). Este
maior consumo pode corresponder a maior secrecdo de grelina, que sera avaliada neste

estudo.

2.3 Grelina

A grelina é um peptideo orexigeno constituido por 28 aminoacidos (TSCHOP;
WAWARTA; RIEPL et al., 2001). E um horménio produzido principalmente no estdmago e
que atua em somatotrofos na hipofise para liberar o GH (GOLDSTEIN; ZHAO; LI et al.,
2011), sendo o ligante natural para o GHS-R tipo 1 (Figura 7) (PRUDOM,; LIU; PATRIE et

al., 2010). A grelina também pode ser produzida, em menor quantidade, na porcdo distal do
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trato gastro intestinal (duodeno, jejuno, ileo, ceco), no hipotalamo, pancreas, tireoide, rim,
testiculo e placenta, embora as concentragdes nestes tecidos sejam baixas e pouco contribui
nos niveis de circulacdo da grelina (IWAKURA; KANGAWA; NAKAO, 2015).

Figura 7 Modelo que ilustra dois caminhos distintos para liberagdo do hormoénio do
crescimento (GH). A via mediada pela grelina (em amarelo), a qual atua durante a fome
prolongada e ndo é essencial para o crescimento corporal. A via do GHRH (em vermelho), a
qual é fundamental para o crescimento corporal e desempenha uma menor funcdo durante a
fome prolongada

Pe—1

Multiplas Entradas

! |

@? |

Crescimento
—= Estémago
Adaptacdo de Goldstein, Zhao, Li et al. (2011).
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O principal local de produgdo da grelina é o estbmago, estabelecendo um eixo
estdmago-grelina-hipofise-GH. Dessa forma, pode haver uma interacéo da secrecdo da grelina
do estdmago, com 0 GHRH e a somatostatina hipotalamicos. A grelina estimula a secrecdo de
GH, a elevacdo dos niveis circulantes de GH provoca uma reducgdo na secre¢do da grelina e
sua diminuicdo (como no envelhecimento) parece aumentar a secre¢do de grelina (QI; REED;
ENGLANDER et al., 2003).

A grelina exerce varios efeitos no organismo dos individuos. Dentre estes podemos
destacar a estimulacdo da secrecdo do GH e da ingestdo alimentar, a secrecdo de &cido
gastrico, 0 esvaziamento gastrico, a oxidacdo de glicose e a lipogénese, a supressdo da
utilizacdo de gordura e a diminuicdo da secrecdo de insulina (IWAKURA; KANGAWA,;
NAKAO, 2015). Por ouro lado, o GH estimula a lipdlise e a producdo de glicose. Tanto a
grelina quanto o GH sd@o suprimidos pela ingestdo de nutrientes, especialmente glicose
(ENGSTROM; BURMAN; HOLDSTOCK et al., 2003).

O nivel de grelina na circulagdo apresenta um ritmo circadiano, visto que aumenta
antes e diminui apds as refeicdes (principalmente apés 1 hora) (Figura 1), sugerindo seu papel
no inicio da alimentacdo e na saciedade (CUMMINGS; PURNELL; FRAYO et al., 2001;
IWAKURA; KANGAWA; NAKAO, 2015). Sendo assim, o jejum eleva os niveis de grelina
no plasma e a ingestdo alimentar reduz. Estas observagdes suportam o conceito de que a
grelina estimula o apetite e promove a ingestdo alimentar em seres humanos. Sabe-se que 0s
niveis de grelina plasmaticos pds-prandiais diminuem em proporcéo a quantidade de calorias
ingeridas e a composicdo dos nutrientes das refeicdes. Outros mecanismos atuam
indiretamente na secrecdo da grelina, por exemplo, hormdnios gastrintestinais ou
pancreaticos. Dentre estes hormdnios pode-se destacar o peptideo semelhante ao glucagon-|
(GLP-1), peptideo inibitorio gastrico (GIP), péptido YY (PYY), colecistoguinina (CCK) e
insulina. Estes hormdnios desempenham varios papéis na digestdo e absorcdo de nutrientes,
no metabolismo da glicose e na regulacdo da saciedade (IWAKURA; KANGAWA; NAKAO,
2015).

Por outro lado, a fome prolongada reduz os niveis de glicose sanguinea, ativando o
sistema nervoso simpatico que libera norepinefrina na parede do estdmago, estimulando a
secrecdo de grelina, a qual atua no hipotalamo e na hipofise estimulando a secrecdo de GH,
mantendo os niveis de glicose no sangue, mesmo com a deplecdo dos estoques de gordura
corporal (Figura 8) (GOLDSTEIN; ZHAO; Ll et al., 2011).
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Figura 8 Modelo que mostra a reposta metabdlica da grelina & periodos de fome prolongada
em camundongos
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Adaptacdo de Goldstein, Zhao, Li et al. (2011).

A grelina apresenta-se em duas isoformas: a ativa (grelina acilada) e a inativa (grelina
desacilada). A grelina acilada é responsavel pela sinalizacdo da fome, liberacdo de GH e
apresenta acdo metabolica (BEGLINGER; MEYER-GERSPACH; GRAF et al., 2014;
PRUDOM; LIU; PATRIE et al., 2010). Esta forma apresenta um tempo de meia-vida curto,
ao redor de 30 minutos, apos ser liberada. Em seguida € convertida para sua forma inativa, a
grelina desacilada (GUTIERREZ; SOLENBERG; PERKINS et al., 2008). Os niveis de
grelina ativa e total aumentam durante o jejum e sdo suprimidos pela ingestdo de alimentos,
particularmente carboidratos (ERDMANN; TOPSCH; LIPPL et al., 2004). A grelina acilada
atua como um ligante endégeno do GHS-R (NAKAZATO; MURAKAMI; DATE et al., 2001;
WREN; SMALL; WARD et al., 2000). Ha dois subtipos de GHS-R: 1a e 1b, contudo, nos
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seres humanos somente o tipo 1a é funcional. Ja o tipo 1b é biologicamente inativo. Além das
fungdes citadas, a grelina também tem papel na funcéo cardiaca, eixo gonadal, fun¢do imune,
metabolismo energético, secrecdo de insulina, inflamacao, apoptose, neurodegeneracdo e na
proliferacdo celular. (AMITANI; AMITANI; CHENG et al., 2017; GNANAPAVAN; KOLA;
BUSTIN et al., 2002).

A grelina regula a ingestdo alimentar homeostética, a alimentagdo hedénica e é um
mediador em resposta ao estresse. A grelina e seu receptor (GHS-R) apresentam fungdes
centrais e periféricas, visto que sdo encontrados extensivamente em todo o corpo (BUSS;
PETER; HAVEL et al., 2014). Com o suprimento energético baixo, a grelina € secretada pelo
trato gastrointestinal e age centralmente no nucleo arqueado hipotaldmico, através da ativacdo
do peptideo relacionado ao gene agouti (AgRP) e do neuropeptideo Y (NPY), e também
estimula os nervos aferentes vagais (AMITANI; AMITANI; CHENG et al., 2017; DATE;
KANGAWA, 2012), funcionando como um fator fisiologico para iniciar as refeicdes
(CUMMINGS; PURNELL; FRAYO et al, 2001). Ha evidéncias de que, mesmo em
condicdes de saciedade, a grelina aumenta em resposta a ingestdo de alimentos saborosos
(como doces), sugerindo que a sinalizacdo central da grelina pode conduzir ao consumo
alimentar hedénico na auséncia de necessidade calérica (MONTELEONE;
SCOGNAMIGLIO; MONTELEONE et al., 2013). O estresse também, eleva a grelina via
resposta neuroldgica a estressores (BUSS; PETER; HAVEL et al., 2014).

Além disso, a grelina atua na salde metabolica e cardiovascular, uma vez que
contribui para a diminuicdo da resisténcia a insulina, menor pressdo arterial e frequéncia
cardiaca. A pressdo arterial pode ser reduzida pela grelina por mecanismos centrais e
periféricos, com elevacdo da acdo diurética, aumento da producdo de 6xido nitrico renal, e
diminuicdo da hipertensdo induzida pelo sal (BUSS; PETER; HAVEL et al., 2014). Também,
melhora a disponibilidade de 6xido nitrico pela vasodilatacdo do endotélio e pela acao
antioxidante, através da reducdo da geracdo da superdxido intravascular com inibicdo da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato de hidrogénio (NAD(P)H) oxidase. Atuando dessa
forma como efeito anti-inflamatério adicional (VIRDIS; DURANTI; COLUCCI et al., 2015).

Também, apresenta efeitos antienvelhecimento através da reducdo da inflamacédo e
estimulacdo da secrecdo do GH e do IGF-I. A grelina esta positivamente relacionada ao
tamanho dos telémeros, o qual € um marcador para o envelhecimento celular. Quanto maior o
tamanho dos telébmeros, menor os fatores de risco para diabetes e mortalidade. Contudo, esses

efeitos positivos podem ser atenuados na obesidade, visto que a grelina encontra-se reduzida
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ou resistente nesses individuos (BUSS; PETER; HAVEL et al., 2014). A tabela 2 mostra 0s
principais efeitos fisioldgicos da grelina (PERCHARD; CLAYTON, 2017).

Tabela 2 Efeitos Fisioldgicos da Grelina.

Sistema Efeito

Nervoso 1 Apetite
Alteracgdes do olfato e paladar
Alteracéo da aprendizagem
Ritmo circadiano
Neuroprotecéo
| Atividade do Sistema Nervoso Simpatico

Gastrointestinal 1 Mobilidade gastrica e intestinal
1 Esvaziamento gastrico e secrecdo acida
Pancreas | Secregdo de insulina
1 Sensibilidade a insulina
Hepético 1 Secrecao de IGF-I
Tecido Adiposo | Oxidagdo de gordura

1 Lipogénese
| Inflamagao

Cardiaco 1 Contragdo Cardiaca e vasodilatacéo

Adaptacéo de Perchard e Clayton (2017).

Estudos apotam que o aumento enddgeno nos niveis de grelina antes das refeicdes
contribui para a secrecdo antecipada de GLP-1, assim como observado em roedores. O
mecanismo que leva a grelina aumentar a secrecao de GLP-1, em resposta a ingestdo
alimentar, pode estar associada a aceleracdo do esvaziamento gastrico (TONG; DAVIS,
GASTALDELLI et al., 2016).

2.4 GLP-1

O anorexigeno GLP-1 é formado por 36 aminoacidos, secretado pelas células
enteroenddcrinas L do trato gastro intestinal, principalmente no ileo e no colon (GANGON;
BAGGIO; DRUCKER et al., 2015; KREYMANN; GHATEI; WILLIAMS et al., 1987;
LINDQVIST; SHCHERBINA; FISCHER et al., 2017). A supressdo deste horménio é
regulada em resposta a ingestdo de nutrientes, acdo do sistema nervoso parassimpatico e
horménios metabdlicos, como a CCK, GIP, leptina e insulina. A grelina também pode

estimular a produgdo de GLP-1, visto que o pico da grelina ocorre imediatamente antes das
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refeicdes, possibilitando, uma preparacdo da célula L intestinal para liberacdo de GLP-1
induzida por nutrientes, principalmente carboidratos e gorduras (GANGON; BAGGIO;
DRUCKER et al., 2015).

O GLP-1 atua como um sinal de saciedade e reducdo do consumo alimentar
(GANGON; BAGGIO; DRUCKER et al., 2015). Dessa forma desempenha um papel
importante no mecanismo "freio ileal" (promove ajustes no estobmago e motilidade intestinal
ap6s a ingestdo de alimentos) que causa um fluxo moderado e estavel (digestivel) de
nutrientes do estdbmago para o intestino delgado. Mecanismo pelo qual age controlando o
apetite (ZANDER; MADSBAD; MADSEN et al., 2002).

Este peptideo é liberado rapidamente na circulacdo ap0s a ingestdo de nutrientes orais,
sua secrecdo ocorre em um padrdo bifasico com inicio (10 a 15 min), seguida de um periodo
mais longo (30 a 60 min), figura 1. A meia vida plasmatica do GLP-1 intacto é de
aproximadamente 2 minutos, ja 0 metabolito dele é de 5 minutos aproximadamente. O GLP-1
é degradado pela enzima dipeptidil peptidase IV e a principal rota de eliminacdo do GLP-1 é
através do rim por mecanismos de filtracdo glomerular, captacdo tubular e catabolismo
(BAGGIO; DRUCKER, 2007)

A acdo do GLP-1 ao estimular a secrecdo de insulina contribui para aumentar a
captacdo de glicose pelo musculo, figado e tecido adiposo. Com isso, ocorre a sintese do
glicogénio muscular e hepéatico e a lipogénese. Durante 0 estado de jejum subsequente,
possibilita a liberacdo de glicose por mobilizacdo do glicogénio e lipolise, associada a
supressdo da producdo de glicose hepatica (BAGGIO; DRUCKER, 2007; NADKARNI;
CHEPURNY; HOLZ, 2014).

O GLP-1 atua na homeostase energética, inibicdo da ingestdo alimentar, retardo do
esvaziamento gastrico e na motilidade intestinal. Também, contribui para a regulacdo a longo
prazo da secrecdo de insulina, potencializada pela glicose, nas células-p das ilhotas
pancreaticas e retarda a apoptose ou promove a regeneracao e estimulagéo da proliferacdo das
mesmas, 0 que contribui para a manutencdo de sua funcionabilidade. Dessa forma, atua como
efeito ‘incretina”, ao controlar a funcdo do péancreas endocrino, e promover uma maior
depuracédo de glicose, atuando como uma importante ferramenta terapéutica no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (BEGLINGER; MEYER-GERSPACH; GRAF et al., 2014;
GANGON; BAGGIO; DRUCKER et al., 2015; NADKARNI; CHEPURNY; HOLZ, 2014;
SILVA; BLOOM, 2012).

A acdo redutora da glicose mediada pelo GLP-1 é intensificada pela sua forte inibicdo

da secrecdo de glucagon, tornando-o importante para o tratamento do DM2. Essa agéo ocorre
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pela estimulacdo da insulina e da secrecdo de somatostatina via receptores de GLP-1
expressos em células beta e delta. Visto que, além do GLP-1, a somatostatina também é um
potente supressor da liberacdo de glucagon (HEER; RASMUSSEN; COY et al., 2008). O
GLP-1 contribui significativamente para melhor resposta insulinica e controle metabolico
apos a cirurgia bariatrica em pacientes obesos. Visto que apos este procedimento, hd um
aumento deste hormoénio, o qual encontra-se reduzido na obesidade (FALKEN;
HELLSTROM; HOLST et al., 2011).

Cada vez mais, andlogos do GLP-1 vem sendo usados para tratar ou reverter a
sindrome metabdlica, com suas consequéncias cardiovasculares. Os agonistas do GLP-1
melhoram o controle metabdlico através da reducdo dos niveis de glicose sanguinea, via
estimulacdo da secrecdo de insulina (glicose-dependente), supressdo do glucagon, reducdo da
glicemia de jejum e dos niveis de glicose no sangue pos-prandial, da hemoglobina glicada,
dos niveis de acido graxo livres no plasma, além de diminuirem o apetite. S&o eficazes no
tratamento do DM2 e da obesidade, pois atuam no controle glicémico e na perda de peso.
Promovem surpreendentes agdes neuroprotetoras, melhora do perfil lipidico, reducdo da
inflamacéo e beneficios cardiovasculares. (BAGGIO; DRUCKER 2007; BAGGIO; USSHER,;
MCLEAN et al., 2017; KANG; JUNG, 2016; NADKARNI; CHEPURNY; HOLZ, 2014).

O GLP-1 apresenta aces extrapancreaticas por modular o metabolismo e a funcao
miocardica. Atua positivamente nos parametros cardiovasculares, por interacdo direta no
coracdo ou indiretamente através de melhorias mediadas pelo GLP-1 nos niveis de glicose,
insulina e acidos graxos livres. Este hormdnio pode ajudar na vascularizacdo do miocardio e
promover alteracbes satisfatorias nos marcadores para doenca cardiovascular.
Particularmente, pode aumentar agudamente a captacdo de glicose no miocardio. Sendo
assim, contribui para melhorar a funcdo cardiaca e proteger contra isquemias miocardicas.
Apresenta efeitos redutores da pressdo arterial, o qual pode ser justificado pela vasodilatacédo
acompanhada pela resisténcia periférica total, levando a uma taquicardia reflexa e pela acao
diurética e natriurética (BAGGIO; DRUCKER, 2007; KANG; JUNG, 2016; MATHER,;
CONSIDINE; HAMILTON et al., 2018; NADKARNI; CHEPURNY; HOLZ, 2014).

As acbes cardiovasculares do GLP-1 tém ganhado respaldo, visto que os agonistas do
GLP-1 sdo usados para tratar individuos que possam estar em risco aumentado para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Estudos em animais e clinicos apotam que o
GLP-1 reduz a inflamagdo no endotélio vascular, melhorando a funcdo endotelial, promove
vasodilatacdo, que leva a uma melhor estabilidade, fluxo sanguineo e redugdo da agregacao

plaquetéria. Sendo assim, o GLP-1 atua na reducdo do risco para doenca vascular
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aterosclerdtica, o que diminui o infarto do miocérdio e o acidente vascular cerebral e a
combinagdo de ambos (SINHA; GHOSAL, 2019). A figura 9 mostra as principais a¢des do
GLP-1.

Figura 9 Principais a¢cdes do GLP-1 em tecidos periféricos. A maioria dos efeitos do GLP-1
sdo mediados pela interacdo direta com GLP-1Rs em tecidos especicficos. Porém ha aces do
GLP-1 no figado, gordura e masculo
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2.5 Sensacdes de Apetite

As sensacOes subjetivas de apetite, fome e saciedade apresentam componentes
objetivos (incondicionados ou fisioldgicos) e subjetivos (condicionados ou aprendidos). Essa
acdo pode ser influenciada pela interacdo de diversos fatores. Dentre estes destacamos,
eventos fisiologicos, psicologicos e fatores externos, tais como refei¢Oes, atividade fisica,
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temperatura, clima, desejos de comer alimentos especificos, reducdo de tensdo, pressao social
e tédio, dentre outros fatores (FLINT; RABEN; BLUNDELL et al., 2000; GRAAF; BLOM,;
SMEETS et al., 2004; STUBBS; HUGHES; JOHNSTONE et al., 2000).

A expressdo do apetite € observada na relacdo entre trés niveis operacionais: o nivel
dos eventos psicolégicos e comportamentais, da fisiologia periférica e do sistema nervoso
central (BLUNDELL; LAWTON; COTTON et al., 1996). O apetite consiste em uma forca
motriz interna para a busca, escolha e ingestdo de alimentos, o qual pode ser mensurado de
duas formas. Primeiro, pode ser medido por avaliacbes subjetivas, pela capacidade de
introspecgdo, pode-se classificar a forca do desejo consciente ou motivagdo para comer.
Podem ser utilizadas as escalas analdgicas visuais (EAV) para determinar este apetite.
Segundo, pode ser medido pelo consumo atual de alimentos, ou seja, a quantidade de
alimentos consumidos em um determinado periodo. Nessa mensuracdo os alimentos sdo
pesados e/ou quantificados. Contudo, ha diversos fatores que podem influenciar o apetite e
ingestdo alimentar atual: fatores cognitivos (restricdo dietética) e fatores externos
(disponibilidade, propriedades hed6nicas do alimento e circunstancias sociais). Ambas
medidas conseguem estimar o apetite quando utilizadas de forma padronizada (GRAAF;
BLOM; SMEETS et al., 2004).

Em relacdo a fome podemos considerar o apetite por uma refeicdo, e o desejo de
comer associado a uma sensacdo agradavel desencadeada por um alimento saboroso. A
plenitude consiste a uma sensacdo de estbmago satisfeito e/ou cheio, a qual pode estar
associada a saciedade que atua como fatores que influenciam a terminacdo e determinam a
iniciacdo da refeicdo (consumo alimentar prospectivo). O termo fome pode ser considerado a
oposicdo da saciedade. A terminacdo de refeicdo e a saciedade depende de sinais como
distensdo do estbmago, hormdnios gastrointestinais (CCK e GLP-1, leptina, insulina e
grelina) e a combinacdo dos nutrientes da refeicdo. (GRAAF; BLOM; SMEETS et al., 2004).

Sendo assim, as classificacdes de fome, desejo de comer, apetite por uma refeicdo ou
consumo alimentar prospectivo, antes de uma refeicdo, relacionam-se com a ingestdo
subsequente de alimentos. Engquanto as avaliagdes de saciedade ou plenitude nao se
relacionam com a proxima refeicdo (FLINT; RABEN; BLUNDELL et al., 2000).

As sensacBes subjetivas do apetite podem ser mensuradas, de forma objetiva e
quantitativa, com o auxilio da EAV. Uma vez que possibilita prever o comportamento
alimentar e atua como mecanismo Util para estimar as medidas de ingestdo de alimentos,
energia e nutrientes. S80 sensiveis a manipulacbes experimentais e tem uma boa

reprodutibilidade. As EAV sédo apresentadas em formato padronizado, na maioria das vezes
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sdo compostas por linhas (de comprimento variavel) com perguntas fixadas em cada
extremidade, as quais apresentam respostas opostas. As escalas apresentam a vantagem de
serem de facil e rapida aplicacdo, simples interpretacdo, ndo requerem que 0s entrevistados
pensem em seus proprios termos descritivos. Se usadas apropriadamente, tornam-se
reprodutiveis, sensiveis as exposicdes de componentes alimentares e previsiveis do consumo
alimentar (FLINT; RABEN; BLUNDELL et al., 2000; STUBBS; HUGHES; JOHNSTONE et
al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as conexfes enteroenddcrinas entre glicose, insulina, grelina, GLP-1, e as

sensacdes de apetite, antes e apos uma refeicdo padrdo em individuos adultos com DIGH.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar as concentracdes basais de glicose, insulina, grelina e GLP-1 em
individuos com DIGH.

o Avaliar os escores basais das sensacOes de fome, plenitude e consumo
alimentar prospectivo em individuos com DIGH.

o Avaliar as concentragdes de glicose, insulina, grelina e GLP-1 ap6s uma
refeicdo teste padronizada nos individuos com DIGH.

o Avaliar as sensacdes de fome, plenitude e consumo alimentar prospectivo apés

a refeicdo teste padronizada em individuos com DIGH.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Tipo do Estudo

Estudo transversal realizado em individuos com DIGH, com grupo controle.

4.2 Delineamento do Estudo

Foram avaliadas as dosagens bioquimicas basais de glicose, insulina, grelina e GLP-1,
e as sensacdes de fome, plenitude e consumo alimentar prospectivo antes e em 30, 60, 120 e
180 minutos apds uma refeicdo teste padronizada. A sensibilidade a insulina foi estimada pelo
modelo homeostatico de avaliacdo da insulino-resisténcia (HOMA-IR), e a funcdo das celulas
B foi estimada através do HOMA-p.

4.3 Casuistica

O estudo foi realizado com 20 (11 homens) DIGH e 20 (11 homens) controles
pareados por idade e sexo. Os participantes foram recrutados voluntariamente por andncio
colocado na sede da Associacdo de crescimento fisico e humano de Itabaianinha. A coleta de
dados foi realizada no Hospital Universitario de Sergipe, em grupos de 5 a 6 individuos por
dia.

Os critérios de inclusdo para o grupo DIGH foram: baixa estatura e gendtipo
confirmado para mutacdo homozigotica ¢.57 + 1G — A no gene do receptor GHRH, e para o
grupo controle foram: individuos com estatura e gendtipo homozigdético normais para o alelo
do tipo selvagem. Os critérios de exclusdo foram: idade inferior a 25 anos e superior a 80
anos, uso de glicocorticoides, GH, levotiroxina ou sedativos ou drogas estimulantes
psiquiatricas.

Os participantes deste estudo sdo residentes na cidade de Itabaianinha e realizaram a
genotipagem para a mutacdo em questdo, pela técnica do produto de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a mutacdo. O respectivo exame foi realizado no Laboratério de
Biologia Molecular de Dr. Roberto Salvatori na Universidade Johns Hopkins, em
Baltimore/EUA, utilizando o sistema TagMan® SNP Genotyping Assay C 15757069 10
(Applied Biosystems, Foster City, CA). A PCR e a detec¢do da fluorescéncia final foram

realizadas no sequenciador Prism ABI 7900HT, com protocolos fornecidos pelos fabricantes.
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4.4 Variaveis

As variaveis estudadas foram: género, idade (anos), peso (kg), altura (m), indice de
massa corpérea — IMC (kg/m?), IGF-1 (ng/ml), glicose (mg/dl), insulina (uU/ml), grelina
(pg/ml), GLP-1 (pg/ml), HOMA-IR e HOMA-B. Também foram avaliadas as variaveis

subjetivas de fome, saciedade e consumo alimentar prospectivo.

4.5 Métodos

4.5.1 Medidas Antropomeétricas

As medidas antropometricas foram aferidadas no primeiro momento da pesquisa. A
altura dos individuos foi medida com o auxilio de um estadibmetro montado na parede
(estadiometro digital de parede modelo HM210D; Charder Medical Weighing and Measuring
Products, Taichung City Taiwan, R.O.C). Os participantes ficaram de pe, descalgos, com o0s
calcanhares juntos, costas retas e bracos estendidos ao longo do corpo. O peso corporal foi
aferido em balanga digital portatil (modelo MS2510, Charder platform scale, Taichung City,
Taiwan). No momento da pesagem os individuos estavam com roupas leves e descal¢os. O
indice de massa corporal (IMC) foi calculado pela formula: Peso/(Altura)?, utilizando-se as

referéncias da Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

4.5.2 Dieta Teste Padrao

A dieta teste era composta por 70g de dieta em po a base de proteina isolada de soja,
hipossddica, isenta de sacarose, lactose e gluten (Figura 10). Apresentava uma composicao
nutricional de 315 Kcal, distribuida em relacdo ao Valor Calérico Total (VCT) em
carboidratos 56% (44,1 g), lipideos 30% (10,5 g) e proteinas 14% (11 g). A refeicdo foi

preparada com o auxilio de um mixer e diluida em agua até volume final de 250 ml.
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Figura 10 llustracdo da producéo da dieta teste padréo

4.5.3 Teste com Refeicdo

Foi realizado teste com refeicdo padronizada no Hospital Universitario de Sergipe. Os
participantes estavam em jejum de cerca de 10 horas. Inicialmente um cateter para acesso
venoso periférico foi inserido para a coleta do sangue imediatamente antes da ingestdo e em
intervalos de 30, 60, 120 e 180 minutos apos a ingestdo da refeicdo teste padronizada. Esta

tinha que ser consumida em até 10 minutos (Figura 11).
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Figura 11 Individuo com DIGH e Controle antes da ingestéo da dieta

Foto Autorizada pelos participantes

Nos tempos especificados para coleta de sangue, 0s participantes também
responderam um questionario validado de EAV sobre as sensacfes de fome, plenitude e de
consumo alimentar prospectivo (Anexo A) (FLINT; RABEN; BLUNDELL et al., 2000). O
questionario apresentava linhas horizontais sem graduacdo, cortadas em pedacos de papel da
mesma altura e com 10 centimetros de comprimento. Questdes foram colocadas acima de
cada linha com respostas opostas em seus extremos. Os individuos assinalaram na linha o que
mais correspondia a seus sentimentos no momento da pergunta, e a distancia entre o extremo
esquerdo da linha até a marca assinalada foi quantificada, com pontuacfes que variavam de 0O
a 10 (STUBBS; HUGHES; JOHNSTONE et al., 2000).
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O termo fome consiste em uma ideia subjetiva utilizada para expressar a motivacéo
para comer. A primeira questdo aplicada foi “Quanta fome vocé sente?”. As respostas nas
extremidades da EAV eram “Eu ndo estou com fome alguma” e “Eu nunca estive com tanta
fome” (STUBBS; HUGHES; JOHNSTONE et al., 2000).

A expressdo saciacdo relaciona-se a fatores que influenciam o término de uma
refeicdo, ja o termo saciedade refere-se aos determinantes para o inicio de uma refeicdo. A
saciacdo esta relacionada a dois fatores principais (CAMILLERI; GRUDELL, 2007; GRAAF;
BLOM; SMEETS et al., 2004). Um destes é o sentimento de plenitude ap6s uma refeicdo, que
pode estar correlacionado a sensagdo de prazer ou satisfacdo, ou, contrariamente, pode ser
desconfortavel. O outro fator sdo os processos sensoriais relacionados ao declinio da
satisfacdo durante a alimentacdo (CAMILLERI; GRUDELL, 2007; GRAAF; BLOM;
SMEETS et al., 2004; TUOMISTO; TUOMISTO; HETHERINGTON et al., 1998). A
segunda pergunta do questionario foi “O quanto vocé se sente satisfeito?”. As respostas nas
extremidades da EAV foram “Eu estou completamente vazio” e “Eu estou totalmente cheio”
(STUBBS; HUGHES; JOHNSTONE et al., 2000).

O consumo alimentar prospectivo refere-se ao desejo de comer, o qual é considerado
mais facil e concreto do que o questionamento sobre a fome (GRAAF; BLOM; SMEETS et
al., 2004). A terceira pergunta do questionario foi “O quanto vocé acha que pode comer?”. As
respostas nas extremidades da EAV foram “Nada” e “Muito” (FLINT; RABEN; BLUNDELL
et al., 2000).

4.5.4 Dosagens Biogquimicas

Foram avaliadas as concentracdes basais de glicose, insulina, grelina, GLP-1 e IGF-I
nos dois grupos, apos jejum de cerca de 10 horas. A glicose, a insulina, a grelina e 0 GLP-1
foram dosados nos seguintes tempos: 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos e 180 minutos
apos a ingestdo de refeicdo teste padronizada. Em cada momento, foram coletados 10 ml de
sangue.

As amostras sanguineas foram colocadas em tubos resfriados contendo Na>-EDTA
(Img/ml). O plasma foi imediatamente separado por centrifugacdo a 4°C. As amostras
plasmaticas para dosagem de grelina total e GLP-1 foram armazenadas a -70°C e
transportadas em recipiente lacrado envolvidas com gelo seco para o Laboratério de

Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
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Universidade de S&o Paulo (HCFMRP-USP). As amostras foram descongeladas apenas uma
vez, N0 momento da dosagem.

A glicose foi medida pelo teste colorimétrico enzimético de Trinder no mesmo dia de
cada teste. O IGF-1 foi medido por um ensaio imunométrico quimioluminescente marcado
com enzima em fase sélida (Immulite 2000; Siemens Health care Diagnostics Products Ltd,
Malvern, PA), com uma sensibilidade de 25 ng/ml. A insulina foi medida por um
imunoensaio quimioluminescente de microparticulas (Architect; Abbott Laboratories
Diagnosis Division, Abbott Park IL) com sensibilidade de 1,0 pU/ml. Essas medidas foram
realizadas no laboratério do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe.

As concentragcdes de grelina total no plasma (ref. EZGRT-89K) e GLP-1 (ref.
EZGLP1T-36K) foram determinadas por kits de ensaio ELISA (EMD Millipore Corporation,
St. Charles, MO), com sensibilidades de 4,1 pg/ml e 159,4 pg/ml, respectivamente. Estes
ensaios quantificam a grelina total (intacta e des-octanoilada) e GLP-1 total (isoformas 7-36 e
9-36). A especificidade do ensaio da grelina inclui grelina humana (ativa) a 80%, grelina
humana desacilada a 100% e grelina canina a 70%. O par de anticorpos utilizado no ensaio de
GLP-1 mede o GLP-1 (isoformas 7-36) e (isoformas 9-26) e ndo possui uma reatividade
cruzada significativa com GLP-2, GIP, glucagon e oxintomodulina. Foi utilizado dois
controles de qualidade para cada ensaio. Para a grelina, nossos resultados foram 607,15
pg/mL (faixa esperada de 371 a 771 pg/ml) e 2504 pg/ml (faixa esperada de 1545 a 3209
pg/ml). Para 0 GLP-1, nossos resultados foram de 41,1 pg/ml (intervalo esperado de 31 a 65
pg/ml) e 304,2 pg/mL (faixa esperada de 172 a 357 pg/ml).

4.5.5 Sensibilidade a Insulina e Funcao das Células 3

A sensibilidade a insulina foi estimada pelo indice de resisténcia a insulina do modelo
de homeostase (HOMA-IR), com a formula: insulina sérica em jejum (uU/ml) x glicose
plasmatica em jejum (mmol/litro)/22,5. Menores valores indicam maior sensibilidade
insulinica. A func¢do das células B foi estimada usando os valores basais de glicose e insulina
pelo HOMA-B com a formula: [(20 x insulina de jejum (uU/ml)]/[glicemia de jejum

(mmol/litro) — 3,5]. Menores valores indicam menor fungdo das células f.
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4.6 Anélise Estatistica

As varidveis com distribuicdo normal foram expressas em média (desvio-padrao) e
comparadas pelo teste t de Student. As variaveis com distribuicdo ndo normal (insulina,
HOMA-IR, HOMA-B, grelina e GLP-1) foram expressas em mediana (distancia
interquartilica) e comparadas pelo teste de Mann Whitney (Software IBM SPSS Statistics 23,
Estados Unidos, 2015). O software Origin 9.1 (Origin Lab Corporation One Roundhouse
Plaza Northampton, MA 01060 USA, 2013) foi utilizado para calcular as areas sob as curvas
(AUC) de glicose, insulina, grelina, GLP-1, fome, plenitude e consumo alimentar prospectivo,
com o teste de refeicdo padrdo. A diferenca média e o intervalo de confianga (IC) de 95% foi
calculado para estas comparagdes. A diferenca do intervalo de confianca entre os dois grupos
que ndo contem zero implica uma diferenca significativa entre os grupos. Também foram
realizadas comparacdes para as variaveis estudadas a cada momento apos a refeicdo pelo teste

de Mann Whitney, com significancia estatistica de p<0,05.

4.7 Aspectos Eticos

Este estudo ¢ um desdobramento do projeto de pesquisa “Consequéncias de
deficiéncia isolada e vitalicia do GH” e foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Sergipe com o parecer de nimero 043/204 e registro no CONEP sob
0 numero 10212 (Anexo B). Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Apéndice A).
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados Basais

Os resultados antropométricos e basais de glicose, IGF-I, insulina, grelina, GLP-1,
fome, plenitude e consumo alimentar prospectivo estdo apresentados na Tabela 3. Como
esperado os dados de altura (p<0,0001), peso (p<0,0001) e IGF-1 (p<0,0001) foram mais
baixos no grupo com DIGH. Confirmando dados anteriores do nosso grupo, mais uma vez
encontramos a glicose (p=0,0157), insulina (p=0,002), HOMA-IR (p=0,002) e HOMA-
(p=0,023) menores na DIGH que nos controles, ndo houve diferenca para os valores basais
das outras varidveis (Tabela 3).

Tabela 3 Dados antropomeétricos e basais de glicose, IGF-I, insulina, grelina, GLP-1, fome,
plenitude e consumo alimentar prospectivo de 20 individuos com DIGH e 20 controles. Os
dados sdo expressos em média (desvio padrdo), exceto para insulina, IGF-I, HOMA-IR,
HOMA-B, grelina e GLP-1 expressos em mediana (distancia interquartilica)

DIGH Controles p
Idade 49,4 (13,4) 48,6 (13,6) 0,889
Homens 11 11 1
Altura (m) 1,3(0,1) 1,6 (0,1) <0,0001
Peso (kg) 40,6 (6,4) 77,8 (15,0) <0,0001
IMC (kg/m2) 25,8 (5,1) 28,4 (3,7) 0,051
Glicose (mg/dl) 102,8 (18,3) 125,4 (22,5) 0,0157
IGF-1 (ng/ml) 25,0 (3,4) 165,5 (29,2) <0,0001
Insulina (uU/mI) 3,9 (5,5) 7,7 (3,7) 0,002
HOMA-IR 0,9 (1,5) 2,2 (1,2) 0,002
HOMA-B 12,3 (13,9) 20,4 (11,9) 0,023
Grelina (pg/ml) 595,7 (507,4) 553,7 (364,9) 0,433
GLP-1 (pg/ml) 32,2 (12,0) 33 (20,4) 0,862
Fome 4,3 (3,0) 3,3(2,1) 0,219
Plenitude 1,9 (1,7) 2,8 (1,9) 0,155
Consumo alimentar prospectivo 3,8 (1,7) 4,4 (2,0) 0,292

O gréfico 1 avalia os valores de IMC dos individuos com DIGH e controles. Os

gréaficos 2 e 3 mostram a comparacdo do HOMA-IR e HOMA-f nos dois grupos.



Grafico 1 Valores de IMC entre individuos do grupo DIGH (n=20) e controle (n=20)
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Grafico 2 Valores de HOMA-IR entre individuos do grupo DIGH (n=20) e controle (n=20)
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Grafico 3 Valores de HOMA-$ entre individuos do grupo DIGH (n=20) e controle (n=20)
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5.2 Resultados Pds Refeicéo

Ao comparar as variaveis estudadas em cada momento apds a refeicdo teste foi
observada uma tendéncia de maior valor para glicose aos 120 minutos (p=0,06), e um maior
nivel de insulina aos 180 min (p=0,009), GLP-1 aos 30 min (p=0,021) e aos 120 min
(p=0,035). A AUC para a fome foi maior nos individuos com DIGH do que nos controles
[773,3 (98,9) vs 578,3 (93,5), diferenca média 195,0; IC de 95%, 133,4 a 256,6 (p<0,0001)]
(Gréfico 4). Espelhando este achado, a plenitude foi menor no grupo com DIGH em
comparacdo com os controles [649,9 (89,9) vs 816,3 (87,6), diferenca média 166,4; IC de
95%, 109,6 a 223,2 (p<0,0001)] (Gréfico 5). Nenhuma diferenca foi observada na AUC para
consumo alimentar prospectivo entre os dois grupos [776,1 (86,3) vs. 751,6 (87,8); diferenca
média de 24,5; IC de 95%, -31,2 a 80,2 (p=0,3793)], DIGH vs. controle, respectivamente
(Gréfico 6).
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Grafico 4 AUC dos niveis de fome apds uma refeicdo teste padrdo. Os dados sdo expressos
por média (erro padrdo da média)
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Gréafico 5 AUC dos niveis de plenitude ap6s uma refeicdo teste padrdo. Os dados sdo
expressos por media (erro padrédo da média)
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Grafico 6 AUC dos niveis de consumo alimentar prospectivo ap6s uma refeicédo teste padréo.
Os dados séo expressos por média (erro padrdo da média)
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Os gréaficos 7, 8, 9, 10 mostram a AUC da glicose, insulina, grelina e GLP-1,
respectivamente. AUC para glicose foi maior nos individuos com DIGH do que nos controles
[27608,2 (1647,8) vs. 26149,5 (1983,6) mg/dl, diferenca média de 1458,7; IC de 95%, 291,4 a
2, 626 (p=0,0157)]. A AUC para insulina foi semelhante nos dois grupos [7457,5 (1151,5) vs.
7255,6 (1079,2) pU/ml, diferenca média 201,9; IC de 95%, -512,5 a 916,3 (p=0,57)],
respectivamente. A AUC para a grelina também foi maior no grupo com DIGH [131570,2
(21575,4) vs. controles 106205,6 (10141,2) pg/ml, diferenca média de 25364,6; 1C de 95%,
14573,0 a 36156,2 (p<0,0001)]. Similarmente, a AUC para o0 GLP-1 foi maior nos individuos
com DIGH [12049,1 (1844,9) vs. 8442,9 (855,0) pg/ml, diferenca média 3606,2; IC de 95%,
2685,7 a 4526,7 (p<0,0001)].
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Grafico 7 AUC dos niveis de glicose ap6s uma refeicdo teste padréo. Os dados sdo expressos
por média (erro padrdo da média)
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Gréfico 8 AUC dos niveis de insulina apos uma refeicédo teste padrdo. Os dados sao expressos
por média (erro padrdo da média)
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Grafico 9 AUC dos niveis de grelina apds uma refeicdo teste padrdo. Os dados sdo expressos
por média (erro padrdo da média)
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Gréafico 10 AUC dos niveis de GLP-1 apds uma refeicdo teste padrdo. Os dados sdo
expressos por media (erro padrédo da média)
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar as consequéncias da DIGH vitalicia na secrecao de
grelina e GLP-1 induzida pela refeicdo, e nas sensacdes de apetite. Para este fim, avaliamos
individuos homozigotos afetados pela DIGH, todos apresentavam a mesma mutacdo do
GHRHR. Este modelo Unico permite estudar as consequéncias da DIGH em pessoas que tém
uma fungdo hipofisaria normal em relagdo aos demais hormdnios. Individuos com DIGH
foram comparados com controles normais da mesma regido e eram pareados por sexo e idade.
Enguanto a altura e o peso, como esperado, foram bastante reduzidos no grupo com DIGH, o
IMC foi marginalmente menor (ndo alcangando significancia) no grupo DIGH. O IMC neste
modelo ndo é um bom marcador de adiposidade, visto que reflete 0ssos e musculos pequenos,
embora a porcentagem de massa gorda seja semelhante nos dois grupos, os individuos com
DIGH tém maior adiposidade visceral (GOMES-SANTOS; SALVATORI; FERRAO et al.,
2014).

Os dados basais mostraram que a glicose, a insulina, 0 HOMA-IR e 0 HOMA-f foram
menores no grupo DIGH, como relatado por Oliveira, Salvatori, Barreto-Filho et al. (2012). A
grelina, 0 GLP-1 e as sensagdes de apetite na linha de base ndo foram diferentes entre os
grupos.

Ao comparar as variaveis em cada momento, apds refeicdo mista padréo, observou-se
diferencas leves na glicemia e na insulina, sem diferencas para a grelina e maiores valores de
GLP-1 aos 30 e aos 120 minutos. No entanto, os individuos com DIGH apresentaram maior
AUC para fome, glicose, grelina e GLP-1 do que os controles, enquanto nenhuma diferenca
estava presente na AUC para insulina. Esses dados concordam com os resultados anteriores
obtidos com o teste oral de tolerancia a glicose (TTGO), mostrando maior AUC para glicose e
AUC semelhante para insulina em comparacdo aos controles (OLIVEIRA; SALVATORI,
BARRETO-FILHO et al., 2012), reforcando que estes individuos combinam reducdo da
funcdo das células beta a um aumento da sensibilidade a insulina, semelhante ao descrito na
coorte equatoriana de individuos com insensibilidade ao GH (GUEVARA-AGUIRRE;
BALASUBRAMANIAN; GUEVARA-AGUIRRE et al., 2011), e em camundongos com
nocaute do gene do receptor de GH (GHRKO) (ARUM; BOPARAI; SALEH et al., 2014;
ARUM; SALEH; BOPARAI et al., 2014). O estimulo com a glicose oral (TTGO) é
fundamental para o diagndstico de diabetes mellitus, ou diminuicdo da tolerancia a glicose,
mas o carboidrato simples pode aumentar mais rapidamente a estimulacdo de células

secretoras de grelina no estdbmago, o que poderia suprimir a grelina de forma mais rapida e
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mais forte do que as refei¢cfes mistas (PRODAM; MONZANI; RICOTTI et al., 2014). Por
essa razdo, decidimos usar um novo estudo com estimulo mais fisiologico através de uma
refeicdo padréo mista.

Neste trabalho reproduzimos o padrdo bem estabelecido de resposta da grelina e do
GLP-1 ap6s um teste de refeicdo. Os niveis de grelina plasmética atingem o pico antes das
refeicbes e declinam significativamente apds uma hora da ingestdo da refeicdo (como
mostramos no presente trabalho), com mudancas variando de 2 a 3 vezes ao longo do ciclo da
alimentacdo-jejum em individuos saudaveis (IWAKURA; KANGAWA; NAKAO, 2015;
CUMMINGS; PURNELL; FRAYO et al.,, 2001). Por outro lado, o GLP-1 é secretado na
circulacdo apds a ingestdo de nutrientes orais, em um padréo bifasico comegcando com uma
fase inicial (15 min) que é seguida por uma segunda fase mais longa (BAGGIO; DRUCKER,
2007), como também documentamos. Outro dado importante deste trabalho foi a utilizacdo da
AUC, alem das comparagGes a cada momento, apos a refeicdo. Com essa abordagem,
obtivemos uma avaliacdo geral do comportamento de cada metabolito apds a refeicéo,
calculando de forma definida a integral concentracdo sanguinea metabdlica versus o tempo,
usando concentra¢Ges medidas nos cinco momentos no tempo.

No presente trabalho, observamos que os individuos com DIGH néo tratados sentem
mais fome e menos plenitude do que os controles. Esses dados se encaixam com a faisca que
acendeu o presente trabalho: em estudo prévio foi observado que esses sujeitos comem
proporcionalmente mais do que os controles, corrigido pelo peso corporal (OLIVEIRA-
SANTOS; SALVATORI; GOMES-SANTOS et al., 2016). Esses individuos com DIGH s&o
ativos, com baixa fadiga e funcdo muscular satisfatoria e adequada (ANDRADE-
GUIMARAES; AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORI et al., 2019), apresentam 6timo
equilibrio postural e de marcha e sem elevacdo no risco de quedas (SANTANA-RIBEIRO;
MOREIRA-BRASILEIRO; AGUIAR-OLIVEIRA et al., 2019). O aumento da fome pode ter
contribuido por séculos para a sobrevivéncia apesar da baixa estatura, em um ambiente hostil
com varias temporadas de escassez de alimentos, ja que eles precisam trabalhar mais do que
vizinhos normais para a sobrevivéncia e para manter as mesmas culturas. Com isso, a maior
ingesta caldrica nos individuos adultos com DIGH, pode garantir energia extra necessaria para
este trabalho. Por outro lado, o aumento da fome e a maior ingestdo dos individuos com
DIGH, podem estar relacionados ao aumento do gasto energético na termogénese e ou ao
aumento da sua taxa metabdlica, dado ainda ndo avaliado em nossa coorte. Recentemente,

verificou-se que camundongos GHRHKO apresentam um aumento na atividade locomotora e
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termogénica, fatores que podem contribuir para protecdo contra o ganho de peso (LEONE;
CHIAVAROLI; SHOHREH et al., 2015).

A explicacdo para este aumento da fome pode vir da maior AUC para a grelina.
Enquanto o papel estimulatorio da grelina na secrecdo de GH é atualmente inquestionével, os
efeitos do eixo GH/IGF-I na secrecdo de grelina ainda sdo controversos, com alguns relatos de
um feedback negativo entre o eixo GH/IGF-1 na secrecdo de grelina (ENGSTROM,;
BURMAN; HOLDSTOCK et al., 2003; PERCHARD; CLAYTON, 2017) e outros mostrando
que as concentracles séricas de grelina ndo sdo afetadas por mudancas crénicas na acdo
periférica de GH/IGF-I, como pode ser observado em modelos de camundongos com DIGH
(NASS; LIU; HELLMANN et al., 2004). No atual trabalho, comprovamos que esta grave
DIGH esta associada a menor reducdo da grelina pds-prandial. Curiosamente, a obesidade
visceral na DIGH pode contribuir para (GOMES-SANTOS; SALVATORI; FERRAO et al.,
2014) melhor sensibilidade a insulina (OLIVEIRA; SALVATORI; BARRETO-FILHO et al.,
2012) com maiores niveis de adiponectina (OLIVEIRA; SALVATORI; MENEGUZ-
MORENO et al., 2010). Por outro lado, a redugdo da funcdo das células B (OLIVEIRA;
SALVATORI; BARRETO-FILHO et al., 2012) e a hiperfagia destes individuos pode estar
associada a menor reducdo da grelina.

A associacdo aparentemente paradoxal do aumento da sensibilidade a insulina com o
aumento da adiposidade visceral também € encontrada em camundongos resistentes a GH
(GHRKO), com alteracdes na atividade secretora da gordura visceral acompanhada por um
aumento significativo nas concentracdes de adiponectina (AL-REGAIEY; MASTERNAK;
BONKOWSKI et al., 2005; MASTERNAK; BARTKE; WANG et al., 2012). O transplante
de gordura visceral desses camundongos melhora a sensibilidade a insulina de camundongos
normais, sugerindo um papel metabolico benéfico do tecido adiposo visceral em estados de
acdo abolida do GH e deficiéncia grave de IGF-1 (BENNIS; SCHNEIDER; VICTORIA et al.,
2017).

A redugdo da fungdo das células B encontrada em nossos individuos com DIGH, a qual
pode levar ao aparecimento do diabetes (OLIVEIRA; SALVATORI; BARRETO-FILHO et
al., 2012), assemelha-se ao desenvolvimento reduzido e a fungdo secretora das células P
encontradas em camundongos andes Ames (BARTKE; BROWN-BORG, 2004) e
camundongos GHRKO (LIU; COSCHIGANO; ROBERTSON et al., 2004). Os dados do
presente estudo adicionam mais atores neste intrincado quebra-cabeca. Como a grelina parece
aumentar a sensibilidade a insulina (PERCHARD; CLAYTON, 2017) e reduzir a fungdo das
células B (DEZAKI; HOSODA; KAKEI et al., 2004; PERCHARD; CLAYTON, 2017,
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TONG; DAVIS; GASTALDELLLI et al., 2016; WIERUP; YANG; MCEVILLY et al., 2004),
a menor atenuacdo da grelina pos-prandial poderia ser um fator contribuinte para a reducgdo da
fungdo das células B (OLIVEIRA; SALVATORI; BARRETO-FILHO et al., 2012). Por outro
lado, como a grelina é um potente promotor de secre¢des de GLP-1 (GAGNON; BAGGIO;
DRUCKER et al., 2015; LINDQVIST; SHCHERBINA,; FISCHER et al., 2017; TONG;
DAVIS; GASTALDELLLI et al., 2016), especulamos que a alta secrecdo de grelina causa a
maior secre¢cdo de GLP-1, contribuindo para o aumento da sensibilidade a insulina desses
individuos com DIGH. Além disso, a reducdo da acdo da somatostatina também pode
contribuir para 0 aumento do GLP-1 considerando o ciclo da retroalimentacéo entre o0 GLP-1
e a somatostatina (HEER; RASMUSSEN; COY et al., 2008; SALVATORI; HAYASHIDA,
AGUIAR-OLIVEIRA et al.,, 1999). Os niveis sericos de TSH discretamente aumentados
nesses individuos, podem refletir a menor estimulacdo da somatostatina (GONDO; AGUIAR-
OLIVEIRA; HAYASHIDA et al., 2007).

Independentemente do mecanismo, devido ao efeito vascular benéfico do GLP-1
(ALMUTAIRI; BATRAN; USSHER, 2019) e seus analogos (MARSO; DANIELS; BROWN-
FRANDSEN et al., 2016), essa secrecdo enddgena aumentada de GLP-1 pode contribuir para
0 retardo do inicio da aterosclerose nesses individuos com DIGH (COSTA; OLIVEIRA;
SALVATORI et al., 2016; OLIVEIRA; MARQUES-SANTOS; BARRETO-FILHO et al.,
2006), e a expectativa de vida normal (AGUIAR-OLIVEIRA; OLIVEIRA; PEREIRA et al.,
2010), apesar da obesidade visceral (GOMES-SANTOS; SALVATORI; FERRAO et al.,
2014), aumento da pressdo arterial, colesterol total e LDL e proteina C reativa (BARRETO-
FILHO; ALCANTARA; SALVATORI et al.,, 2002). Também, é possivel que a maior
secrecdo de grelina contribua para expectativa de vida normal, visto que a via de sinalizacédo
do receptor dos secretagogos da grelina-GH parece desempenhar um papel importante no
mecanismo antienvelhecimento (AMITANI; AMITANI; CHENG et al., 2017).

Nosso trabalho tem algumas limitacGes. Em primeiro lugar, os niveis mais elevados de
glicose basal no grupo controle poderiam confundir os resultados. No entanto, a AUC para
glicose foi menor neste grupo, tornando muito improvavel que a maior glicose basal tenha
contribuido para uma reducdo na AUC da glicose. Em segundo lugar, ndo medimos a acil-
grelina ativa e a desacil-grelina inativa (DARDZINSKA; MALGORZEWICZ; KASKA et al.,
2014; PRUDOM,; LIU; PATRIE et al., 2010). No entanto, a medicdo da grelina total tem as
vantagens de medir ambas as formas de grelina. A grelina total também é menos propensa a
degradacéo (importante no nosso caso, ja que as amostras precisavam ser transportadas a mais

de 2.000 km do local de coleta), e é desejavel quando niveis mais altos de grelina séo
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previstos, como no nosso caso. Outra questdo preocupante é a possivel degradagdo da grelina
total, uma vez que néo utilizamos extragéo de plasma com a adi¢ao de inibidores de protease e
acidificacdo. Portanto, ndo podemos excluir a possivel degradacdo da grelina ativa. No
entanto, essa possivel degradacdo provavelmente teria ocorrido tanto na DIGH quanto nos
controles, permitindo a comparacdo entre os grupos. Além disso, a menor atenuacdo da
grelina pds-prandial observada e o aumento do GLP-1 visto em ambos 0s grupos
experimentais e controles sugerem a relevancia biolégica do nosso experimento. Para 0 ensaio
de GLP-1, a extracdo e a acidificacdo ndo parecem ser criticas, seguindo as instrugdes do
fabricante. Manuseio semelhante das amostras foi utilizado em um estudo recente, mostrando
que o GLP-1 parece ser o principal candidato para promover uma resposta aumentada de
insulina e controle metabdlico apds a cirurgia bariatrica em pacientes obesos (FALKEN;
HELLSTROM; HOLST et al., 2011).

Em resumo, a DIGH grave, vitalicia e ndo tratada estd associada ao aumento da
secrecdo de GLP-1 e a menor reducédo da grelina e da fome pos-prandial em resposta a uma
refeicdo mista. Essas alteracOes enteroenddcrinas podem resultar em um resultado favoravel
em termos de adaptacdo ambiental, proporcionando ingestdo adequada de alimentos (maior
quantidade de grelina total) e melhorando a sensibilidade a insulina (maior GLP-1). Essas
mudancas podem contribuir para a expectativa de vida normal desses individuos, apesar de

varios fatores de risco cardiovascular.
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7 CONCLUSOES

o As concentracOes basais de glicose e insulina foram menores nos individuos
com DIGH. Os valores basais de grelina e GLP-1 no grupo DIGH foram similares aos
controles.

o Os escores basais das sensacOes de fome, plenitude e consumo alimentar
prospectivo foram similares entre os individuos com DIGH e controles.

o A AUC da glicose foi maior nos individuos com DIGH e a da insulina foi
similar aos controles. A AUC da grelina e a do GLP-1 foram maiores no grupo DIGH.

o A AUC da fome foi maior e a da plenitude menor nos individuos com DIGH.

N&o houve diferenca na sensacéo de consumo alimentar prospectivo entre 0S grupos.
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8 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

Conforme demonstramos, os individuos com DIGH apresentam &rea sobre a curva da
secrecdo de ambos horménios, grelina e GLP-1, maior que os controles. Este eixo entero-
hormonal pode ter influéncia além dos mecanismos de ingestdo alimentar, contribuindo para
sua longevidade. Sabe-se que a restricdo caldrica retarda o envelhecimento, reduz mortalidade
e estende a vida. A grelina é aumentada por restricdo calérica e pode ter um importante papel
na extensdo da longevidade mediada pela restricdo calérica. Os individuos com DIGH de
Itabaianinha tem uma longevidade consideravel, com alguns sendo centenarios. Sabe-se que
0 GLP-1 além de potencializar a secre¢do de insulina, inibe a secrecdo de glucagon e exerce
efeitos benéficos sobre o estado vascular, propriedades que despertam muito interesse no
tratamento de pacientes diabéticos, reduzindo seu risco cardiovascular. Alternativamente uma
hepatocina, o fator de crescimento do fibroblasto 21 (FGF-21) melhora a sensibilidade
insulina e estende a duracdo da vida em camundongos, sendo um regulador imuno-metabdlico
atil par atrasar a senescéncia imunologica. Recente estudo mostrou que a ingestdo de glicose,
via insulina, estimula a secrecdo do FGF-21 (SAMMS; LEWIS; NORTON et al., 2017).
Supomos que a refeicdo mista aumenta os niveis do FGF-21 no grupo DIGH de forma mais
acentuada do que os controles, contribuindo junto com a grelina, para maior insulino-
sensibilidade e longevidade. Pretendemos dosar o FGF-21, o co-receptor do FGF-21, o beta
klotho, outra proteina moduladora do envelhecimento em todos os tempos, e o glucagon,
agonista do FGF-21 nos tempos do atual protocolo. Destas formas avancaremos da questdo

nutricional e metabdlica para a o atual tema da longevidade.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu nome é Alécia Josefa Alves Oliveira Santos nutricionista e doutoranda do
Departamento de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Sergipe (UFS) - e estou
fazendo um estudo chamado “Conexfes enteroenddcrinas na deficiéncia isolada de GH
devido a uma mutagdo no gene do receptor do GHRH”.

Este € um convite para participacdo nesta pesquisa que ira avaliar a resposta hormonal
apos a ingestdo de uma refeicdo teste composta por um copo de um liquido nutricionalmente
completo com sabor de leite de soja. Para tanto, vocé devera estar em jejum ha pelo menos 10
horas e serd necessario colher seu sangue basal e em intervalos de 30, 60, 120, 180 minutos
apos a ingestao da refeicdo. Na primeira coleta de sangue serd implantado um dispositivo que
permite as coletas seguintes realizando somente uma puncéo de sua veia. Em cada tempo da
coleta vocé precisarad também responder a 3 questdes sobre seu apetite e saciedade.

Durante a coleta destes dados, afirmo que tudo sera feito por profissionais
especializados de forma que estes procedimentos sejam realizados da maneira mais rapida e
com menos desconforto possivel.

Sua participacdo neste estudo serd importante para trazer um maior conhecimento dos
mecanismos associados as alteracGes de apetite de pacientes com deficiéncia isolada do
horménio de crescimento (GH) e os resultados obtidos na pesquisa poderdo contribuir para
melhorar o tratamento clinico e nutricional destes pacientes.

Caso vocé autorize a participacao neste estudo, vocé precisa saber que:

1) Tem a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de
qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos e beneficios, portanto todas as suas
duvidas serdo esclarecidas.

2) Tem a liberdade de retirar o seu consentimento e deixar de participar do estudo,
a qualquer momento.

3) Tem a seguranca de que ndo serd identificado e que sera mantido o carater
confidencial da informacdo relacionada a sua privacidade.

4) Tem o compromisso de que sera prestado a vocé informacdo atualizada durante

0 estudo, ainda que esta possa afetar a sua vontade de continuar participando dele.
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5) N&o terd nenhum tipo de remuneracdo financeira para participacdo neste
estudo, mas tem direito a indenizagdo conforme as leis vigentes no pais, caso ocorra dano

decorrente da sua participagdo na pesquisa.

Eu , aceito participar do

estudo chamado “Conexdes enteroendocrinas na deficiéncia isolada de GH devido a uma
mutacdo no gene do receptor do GHRH”, tendo recebido as informagdes acima e sendo

minha participagdo inteiramente voluntéria.

Assinatura do participante ou responsavel:

Data: / /
Endereco:
Cidade: Estado:
Telefone: ()
Assinatura dos pesquisadores responsaveis:
Data: / /

Dr. Manuel Herminio de Aguiar Oliveira Alécia Josefa Alves Oliveira Santos
herminio@infonet.com.br aleciaalvesnutri@gmail.com
(79) 99912-4718

Comité de Etica em Pesquisa
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APENDICE B - Artigo 1 - Enteroendocrine Connections in Congenital Isolated GH

Deficiency due to a GHRH Receptor Gene Mutation (JCEM)

CLINICAL RESEARCH ARTICLE

Enteroendocrine Connections in Congenital Isolated GH
Deficiency due to a GHRH Receptor Gene Mutation
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Context GHand |GF-1 are crucial for attainment of nomnal body size and regulzation of food intake,
nutrient storage, and insulin sensitivity. Enteroendocrine connections exist between the GH-IGF-1
axis and insulin, ghrelin, and glucagon-like peptide 1 (GLP-1). The status of these connections in GH
deficiency (GHDY) is unknown.

Objective: To study the enteroendocrine connections before and after a standard meal test in a
homogeneous population of adults with congenital untreated solated GHD (IGHD) due to a
mutation in the GHRH receptor gene.

Design: In a crosssectional study of 20 individuaks with 1GHD and 20 control subjects, we measured
gluccse, insulin, ghrelin, and GLP-1 before and 30, 60, 120, and 180 minutes after a standardized
test meal. Homeostasis model assesment index of insulin resstance (HOMA-IR) and homeostasis
mode| assesment (HOMA)-3 were calculated. Participants scored feelings of hunger, fullness, and
prospective food consumption on a visual analog scale.

Main Outcome Measures: Area under the curve (AUC) values of glucose, insulin, ghrelin, GLP-1,
hunger, fullness, and prospective food consumption.

Results: Fasting HOMA-IR and HOMA-§ were lower in individuals with IGHD than in control subjecs
(P = 0.002 and P = 0.023, respectively). ALUC was higher for hunger (P < 0.0001), glucose (P =
00157), ghrelin (P = 0.0001), and GLP-1 (P = 0.0001) and smaller for fullness (P < 0.0001) in
individuals with IGHD compared with control subjects There was no difference in AUC for
prospective food consumption or insulin

Condusions: Untreated IGHD is asociated with increased GLP-1 secretion and reduced postprandial
ghrelin and hunger attenuation in response to a mixed meal. These entercendocrine connections
can result in a favorable outcome in terms of ervironmental adaptation and guaranteeing
appropriate food intake and can confer metabolic benefits. (J Clin Endoainol Metab 104: 1-8,
2019)
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H and IGF-1 are crocial for the atainment of

normal body size and for the reguladon of key
bodily functions, including food intake, nutrient storage,
and insulin sensitivity (1), Piruitary GH secretion is
under a balanced control by two stimolatwrey (GHREH
and ghrelin and one inhibitory [somatostating peptide
and the feadback @wnrol by droulatng (mainly from
liver origin) IGF-1. The enteroendocrine connections
between the GH-IGF-1 axis, insulin, ghrelin, and
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) are not completely un-
derstood, but they must exist becanse growth requires
adequate energy and nuotritional input. In this sense,
insulin and GH are essential to adjust the energy nali-
zation to the amount of food, promoting anabolism or
catabolism when necessary. Insulinis the main metabolic
hormone inthe fed state, whereas GH assumesa key role
as a stimulator of lipolysis during prolonged fasting (2).
Additionally, the ghrelin-GH axis seems to have an es-
sential role in surviving starvation, at least in mice | 3).

Ghrelin, discovered in 1999 (4), has 28 amino acids
and the n-octanoylaton of the serine 3 position in the
molecule that is necessary for its bicactivity. It is pro-
duced in gastrointestinal cells particularly in the fundus
of the stomach. Ghrelin increases GH secretion, rednces
insulin secretion, and stimulates hunger, peaking before
and falling after meals (5-7). In mice, ghrelin seems not
be not an essential regulator of food intake but has a
redundant action in the regulation of appetite and an
important role in determining metabolic fuel preference
(8). Although ghrelin is the only known appetite-
stimulating hormone in humans (%) and is a potent en-
dogenous enhancer of the GH-IGF-1 axis (10}, its role in
human pathophysiology is still debared (11).

GLP-1 is a tissue-specific postranshitonal prowolytc
product of the proglocagon gene. It is seaeted by the
enteroendocrine L-aells in response to nutrient ingestion.
GLP-1 potentiates insulin secretion and mhibits glucagon
secretion (inaetin offect) and contributes to satiety, peaking
about 1 hour afrer meals (12-14), A novel eneroendoaine
connection has recently been desaoribed through which
ghredin enhanes GLP-1 seareion m mice (15, 16) and
probably m humans (7). Additionally, mice with GH de-
ficiency | GHD) with abhtion of the GHRH gene eat more
and have higher serum ghrelin levels than GH-sufficient
mice, suggesting that a negative feedback exists between the
GHAGF axis and ghrelin secretion and that devated
ghrelin in GHD could lead to ncreased feeding (17).
Finally, a feedbadk loop seems to exdst between GLP-1 and
somatostatin, by which GLP-1 increases somarostatin re-
lease and somarcstatin decreases GLP-1 secreton (18-20).

The impact of GHD in these enteroendoaine con-
nections in humans is presently unknown. Acguired

Enterpendsorine Connections in GH Defidency

J Clin Endoscringd Metab, May 2019, 1045018

GHD is often part of multiple pitniary hormones defi-
cits, often after surgery or pituitary irradiation, and
sometimes with inadequate substmtions, Additionally, it
often oacurs with comorbidities such as obesity, insulin
resistance, or dyslipidemia. This myriad of confounding
factors makes it difficult to analyze the clear impact of
GHD on these connedions. We have described a large
cohort of subjects residing in kabaianinha County in
northeastern Brazil who are affected by severe dwarfism
due to isolated GHD (IGHD) caused by the homozy gous
c57+1 G=+A mutaton in the GHRH gene |GHREHE,
OMIM n. 612781, resulting in very low serum GH and
IGF-1 throughout life (21). We have previously shown by
oral gluoose load that these subjects with IGHD exhibit a
combination of redoced B-cell function and increased
insulin sensitivity (22), Despite the complete resistance to
GHRH, in these subjects GH secretion responds, albeit
minimally, t ghrelin receptor agonists (23],

I is possible that severs IGF-1 deficiency causes a
reduction of somatostatn twne, which in wm may in-
fluence the secreton of GLP-1. In addition, we have
reported that these subjecs with IGHD eat propor-
tionally more than matched control sobjects (24).
Theretore, we hypothesized that these subjects may have
higher circulating ghrelin levels, resultng in reduced
insulin secretion, partially compensated by an inaease in
GLP-1.

The purpose of this work was to smdy the ener-
omdocrine connectons between these hormones and the
feeding perceptions before and after a standard meal test
in adult subjects with lifetime, congenital, untreared
[GHD.

Subjects and Methods

In a qoss-secional study, 20 (11 men) subjecs with
IGHD and 20 (11 men] control subjects matched by age
and sex were recruited by ads placed in the local Dwarfs
Association building and by word of mouth among the
inhabitants of the municipality of Imbaianin ha. Inclusion
criteria for IGHD were short stamre and confirmed
genotype for GHRHR homozygous ¢ 57+1 A= G
mutation; the control group consisted of individoals of
normal height and with the homozygous genotype to
the wild-type GHRHER allde. Exclusion criteria were
age <25 years and =80 years and use of gluccortcoids,
GH, levothyroxine, or sedative or psychiatric stmulant
drugs.

All procedures performed in studies involving human
participants were in accordance with the ethical stan-
dards of the instinrtional and national research com-
mites and with the 1964 Hesinki declaration and its
later amendments or comparable ethical smndards,
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Study protocol

Anthropometric measurements

Height was measured with a wall-mounted stadi-
ometer (digial wall stadiometer model HM210D;
Charder Medical Weighing and Measuring Products,
Taichung City, Taiwan). Weight was measured with a
porable platform scale (model MS2510; Charder
Medical Weighing and Measoring Products). Body mass
index (BMI) was calculated by the formula: weight
{kilograms)/height {meters)®.

Standard meal test

A standard meal test was performed at the University
Hospital of Sergipe. After a 10hour fast, a catheter for
peripheral venous access was inserted. Blood collection
times were immediately before ingestgon and 30, 60, 120,
and 180 minutes after standardized test meal intake, The
meal was composed of 70 g of powder diet based on soy
protein isolate; the powder was hyposodic and withour
sucrose, lactose, and gluten. It had 315 Keal [56% from
carbohydrates (4.1 g, 30% from lipids (10.5 g), and
14% (11 g) from proteins] and was diluted in water to
a final volume of 250 ml to be consumed in up to
10 minutes. At specified times for blood collection, par-
ticipants scored feelings of hunger, fullness, and pro-
spective food consumption on a visual analog sale (VAS).
The questionnaire had horizontal lines without graduoa-
tion and was cut into pieces of paper of the same height
and 10cm in length. One question was placed above each
line and opposite answers at it ends. Individuals scored on
the line which most corresponded m their feelings at the
time of the question, and the distanae berween the left end
of the lne w the marked mark was quantified (25).

The term “hunger” consists of a subjective idea used to
express the motivation to eat. It was judged by the
guestion “ How much hunger do you feel?™ The answers
at the end of the VAS were “I'm not hungry at all” and
“I've never been so hungry.™ The feeling of fullness was
evaluated by the question “How satisfied are you?" The
answers at the end of the VAS were “I am completly
empty” and “l am completely full.” Prospective con-
sumption was evaluated by the question *How much do
you think you can eat?™ The answers at the md of the
WVAS were “nothing”™ and “too much™ (26-28).

At each time point, 10 mL of blood was collected.
Blood samples were placed in cooled tubes contining
MNazEDTA (1 mg/mL). Plasma was immediately sepa-
rated by centrifugation at 4°C. Plasma for totl ghrelin
and GLP-1 measurement was stored at —70°C and
transported in dry ice to the Endocrinology Labora-
tory of the Ribeirao Preto Medical School, University of
530 Paulo, until analysis in a single run. The samples
were thawed only once at the time of dosing. The

hitps facademicoup mmbcam 3

ancenirations of total plasma ghrelin (ref, EZGRT-85K)
and GIP-1 jref. EZGLPIT-36K) were deermined by
ELISA assay kits (EMD Millipore Corporation, St
Charles, MO, with sensitvites of 4.1 and 1594 pgiml,
respectively. These assays quanfy towl ghrelin (intact
and des-octanoyl) and total GLP-1 {isoforms 7-36 and
9-36 . The specificity of the ghrelin assay includes human
ghrelin (actve) 80%, des-ocanoyl human ghrelin 100%,
and canine ghrelin 70%. The antibody pair used in the
GLP-1 assay measures GLP-1 (isoform 7-36) and (iso-
form 9-26) and has no signifiant cross-reactivity with
GLP-2, GIP, glucagon, and oxyntomod ulin, We nsed two
quality controls for each assay. For ghrelin, our results
were 507,15 pe/mL (expectad range, 371 w 771 pg/mL)
and 2504 pg'mL (expected range, 1545 m 3209 pp/mL).
For GLP-1, our results were 41.1 pg/ml {expected range,
i1 to 65 pg/mL) and 304.2 pg/mL jexpected range, 172
to 357 pg/mL).

Glocose was measured by the emzymatic Trinder
alorimetric test in the same day of each test. IGF-1 was
measured by a solid-phase, enzyme-labeled chemilumi-
nescent immunometric assay (Immuolive 2000; Siemens
Health Care Diagnostics Products Lud, Malvern, PA),
with a sensitivity of 25 ng/mL. Insulin was measured by a
chemiluminescent microparticle immunoassay (Archi-
ety Abbott Laboratories Diagnostic Division, Abbot
Park, IL), with a sensitivity of 1.0 plimL. These mea-
surements were performed in the laboratory of the
University Hospital of the Federal University of Sergipe.

Insulin sensitivity and g-cell function

Insulin sensitivity was estimated by the homeostasis
model assessment ind ex of insulin resistance (HOMA-IR)
with the formula: fasing serum insulin (pUfmL) =
fasting plasma glucose (mmol/Ly225. B-Cdl function
was estimated using the basal gloose and insulin values
by the HOMA-8 withthe formula: [(20 * fasting insulin
(plml)] /[ fasting glucose (mmol/L) — 3.5].

The Federal University of Sergipe Insd mtional Review
Boards approved these studies, and all subjecs gave
written informed consent.

Statistics
The variables with normal distribution were expressed

a5 mean (S and compared by Smdent ¢ test. The g

variables with non-normal disribution (nsalin, HOM A-
R, HOMA-8, ghrelin, and GLP-1) were expressed as
median (interquartile range) and compared by the Mann-
Whitney test (SPSS Statistics 23; IBM, Armonk, NY). The
software Origin 9.1 (Origin Laboratory Corporation,
Morthampton, MA) was nsed to caloulare the area under
the curve (AUC) of glocose, insulin, ghrelin, GIP-1,
hunger, fullness, and prospective food consumption,
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with the sandard meal test. The mean difference and the
95% CI were calalated for these comparisons. A Cl of
the difference between the two groups that dees not
contain zero implies a significant difference between the
groups, We also performed comparisons for the smdied
variables at each time afrer the meal by the Mann-
Whitney test. Statistical significance was set at P < 0,05,

Results

Table 1 shows the anthropometric and bascline data of
glucose, msulin, IGF-1, ghrelin, GLP-1, hunger, fullness,
and prospective consumption. Height (F < 0.0001),
weight (P < 0.0001), IGF-1 (P < 0.0001), glucose (P =
0.0157), insulin (F = 0.002), HOMA-IR (F = 0.002),
and HOMA-S (P = 0.023) were significantly lower in
patents with [GHD than in control subjeds, but no
difference was found in the baseline values of the other
variables. The analysis of the comparisons for the vari-
ables studied at each time point after the meal revealed
for glucose a tendency of greater value at 120 minutes
{P=0.08), forinsulin a higher value at 180 minuges (P =
0.009), and for GLP-1 higher values at 30 minutes (P =
(.021) and at 120 minutes (P = 0.035).

The AUC for hunger was higher in subjecs with
IGHD than in control subjects [773.3 (98.9) ws 578.3
(93.5); mean difference, 195.0; 95% CI, 133.4 t 256.6;
P < 0.0001]. Mirroring this finding, fullness was lower
[649.% (89.%) vs 816.3 (87.6); mean difference, 166.4;
5% CL 109.6 o 223.2; P < 0.0001] in subjects with
IGHD compared with control subjects. No difference
was noticed in the AUC for prospective food con-
sumption between the two groups [776.1 (86.3) vs 751.6
(87.8); mean difference, 24.5; 95% CI, -31.2 to 80.2;
F = 0.3793], respectively.

Enterosnducrine Connections in GH Defidency
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Figures 1,2, 3, and 4 show the AUC values of glocose,
insulin, ghrelin, and GLP-1, respectively. The AUC for
glucose was higher in subjects with IGHD than in control
subjects [27,608.2 (1647.8) vs 26,1495 (1983.6) mg/dL;
mean difference, 1458.7; 95% CI, 291.4 tm 26260, P =
0.0157]. In contrast, the AUC for insulin was similar
in the two groups [7457.5 (1151.5) vs 7,255.6 (1079.2)
plU/mL; mean difference, 201.9; 95% CL —512.5 to
916.3; P = 0.57), respectively. The AUC for ghrelin was
also higherin subjects with IGHD [131,570.2 (21,575.4)
vs conrol subjecs 106,205.6 (10,141.2) pg/ml: mean
difference, 25,364.6; 95% CI,14,573.0to 36,156.2; P =
0.0001]. Similarly, the AUC for GLP-1 was larger in
subjects with IGHD [12,0491 (1844.9) v 84429
{855.0) pg/mL; mean difference, 3606.2; 95% CL 2685.7
to 4526.7; P < 0.0001].

Discussion

The goal of this study was o assess the effects of lifetime
IGHD on meal-induced secredon of ghrelin and GLP-1
and on feeding perceptions. To this end, we have mken
advantage of homogeneous extended kindred of subjects
affected by IGHD all due w the same GHRHR mutation.
This unique model allows studying the consequences of
GHI in subjects who have otherwise normal pituitary
function. Subjects with IGHD were compared with
normal sex- and age-matched control subjecs from the
same community. Although height and weight were
greatly redoced in the IGHD group, BMI was marginally
lower (not reaching signifimnce) the IGHD group.
However, this reduction in BMI reflects their small
bones and muscles rather than lower adiposity. In fact,
we previously repored that although the far mass

Table 1. Anthropometric and Baseline Data of Glucose, Insulin Ghrelin, GLP-1, Hunger, Fullness, and
Prospective Consumption Data of 20 Individuals With IGHD and 20 Control Subjects

IGHD Control Subjects P
Ag, ¥ 43.4 (13.4) 48.6 (13.6) 0.889
Male, n 1 1 1
Height, m 1.3{@041) 161} <0.0001
Weight, kg 406 (64) 7780150 <0.0001
BMI 5B(51) 284 (37) 0.051
Glucose, mgiL 1028 (18.3) 1254 (22 5) 0.0157
IGF-1, ngdmL 50(34) 1655 (29.2) <0.0001
Insulin, pUdml 39(55) 1767 0.002
HOMA-R 09(15) 22013) 0.002
HOMA-S 12.3(13.9) 2040119 0.023
Ghrelin, pg/mL 595.7 (507 4) 553.7 (364.9) 0.433
GLP-1, paimL 322020 33(z0.4) 0.862
Hunger 4.3 30) 33Q21) 0.219
Fullness 19(7) 2E(18) 0.155
Prospective corsumption 3807 4420) 0.292

Dat are expressed as mean (50, exept for insulin, ¥KaF-1, HOMAIR, HOMAS, gheeln, and GLP-1, which are expesed a3 median {intemuartie range).
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Figure 1. AUC of glucose kvels after 3 standand meal test. Data
ara axpressad a5 maan (5EM).

perentage in these subjects with IGHD s similar to
control subjects, they have higher visceral adiposity (29).

The baseline data showed that glucose, insolin,
HOMA-R, and HOMA-8 were significantly lower in
IGHD, as we reported before (22). Ghrelin, GLP-1, and
the feeding perceptions at the baseline were not different
between the groups. Comparison of each time, after the
standard mived meal, showed mild differences in glocose
and insulin, no differences in ghrelin, and higher GLP-1
values at 30 and 120 minutes. However, the individuals
with IGHD presented higher AUC values for hunger,
glucose, ghreling and GIP-1 than control subjects,
whereas no difference was observed in AUC values for
insulin, These data agree with our previous results ob-
tained with an oral glucose tolerance test, showing larger
AUC values for glucose and similar AUC valoes for in-
sulin in comparison with control subjecs (22). In that
study, we had concluded that these sobjects combine
reduced B-cell function with increased insulin sensitivity,
as also described in the Ecuadonan cohort of subjects
with GH insensiovity (30) and in the GH receptor
knockout (GHREQ) mice (31, 32). An oral glocose
tolerance test stimulus is aitical for the diagnosis of
diabetes mellitus or decreased glucose tolerance but may
expose the ghrelinsecreting cells of the stomach to a
faster increase in simple carbohydrates, which culd

Insulin {UmL)

Tims {min}
Figure 2. AUC of insulin levels after a standard meal est. Data as
expiessed a5 mean SEM).
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Figure 3. ALC of Ghealin levek after 3 standasd meal fest. Data
are axrazad 3 maan (SEM).

suppress ghrelin faster and sronger than mixed meals
{33). Therefore, we used a physiological approach with a
mixed standard meal.

One strength of this work is that we reproduced the
well-sstablished pattern of response of ghrelin and GIP-1
after a meal test. Plasma ghrelin levels peak before meals
and decline to a nadir during the hour after eating as we
showed in the present study), with changes varying
twofold to threefold across the fasing-feeding cycle in
healthy subjects (5, 34). On the other hand, GIP-1 is
secreted intm the circolation after oral nutrient ingestion
in a biphasic pattern starting with an early (15-minute)
phase that is followed by a longer (#0-minute) second
phase (14), as we also documented. Another sength of
this work was that we used AUC, in addition to using the
comparisons at each moment, after the meal. With this
approach, we obtined an overall evaluation of the be-
havior of cach metabolite after the meal, calculating the
defined integral of the metabolic blood concentration vs
time using concentrations measured at the five disaete
fime points.

In the present study, we found that untreated patients
with IGHD have more hunger and less fullness than
nitrol subjects, These data fit with the observation that
these subjects eat proporionally more than control
subjects (24), which inspired the present work. In ad-
dition to the subjects with [GHD being active and having

180 paai
- Caniol
- - ko
E N
5 47
3
20

Tims fmin)
Figure 4. ALC of GLP-1 levelks after 3 standard meal test. Data ane
enpressed a5 mean SEM).
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low fatigability and adequate muoscle function (35), such
anincrease in honger may have helped this population to
survive and thrive, despite their severe short stature, for
centuries in a hostile environmental with several seasons
of drought and food scargty.

The explanation for this increased hunger may come
from the higher AUC for ghrelin, Although the stimu-
latory role of ghrelin on GH secretion is unguestionable,
the effects of the GH-IGF-1 axis on ghrelin secretion are
still controversial, with some reports of negative feedback
between the GH-IGF-1 axis on ghrelin secretion (36, 37)
and others showing that serum concentrations of ghrelin
are not affected by chronic changes in peripheral GH-
IGF-1 action, at least in monse models (38). We found
that this severe GHD is assodated with less postprandial
ghrelin attenuation. Visceral obesity (29), improved -
sulin sensitivity (22) with high adiponectin levels (39),
and reduced Bcell function (22) accompany this hy-
perphagia. The seemingly paradoxical association of
increased insulin sensitvity with increased visceral adi-
posity is also found in GHRED mice, with changes in the
secretory activity of visceral fat accompanied by a sub-
stantal increase in adiponecon concentratons (40, 41).
Transplant of visceral fat from these mice improves in-
sulin sensitivity of normal mice, suggesting a beneficial
metabolic role of visceral adipose tissue in states of
abolished GH action and severe IGF-1 deficiency (42).

The reduced G-cell function found in our subjects with
IGHD, which can lead w the onset of diabetes (22),
resembles the reduced development and secretory func-
tion of @-cells found in Ames dwarf mice (43) and
GHRKD mice (44). Data from the current study add
miore pieces to this intricate puzzle. Because ghrelin seems
to increase insulin sensitvity (36) and reduees g-cell
function (7, 36, 45, 46), the lower postprandial ghrelin
attenuation could contribute to their reduced B-cell
function (22). On other hand, because ghrelin is a potent
(GIP-1 secretion enhancer (7, 15, 16), we speculate that
high ghrelin secreion cavses higher GLP-1 secretion,
thereby contributing to the increased msulin sensitivity of
these subjects with IGHD, Addidonally, the reduction of
the somatostatin tone can contribute w the increase m
GLP-1 in view of the feedbadk loop between GLP-1 and
somatostatin (19-21). Accordingly, the levels of serum
TSH are mildly increased in these subjects, possibly
reflecting lower secetion of somatostatin release (23),
Regardless of the mechanism, due to the beneficial
vasaular effect of GLP-1 {47) and its analogs (48), this
increased endogenous secretion of GLP-1 may contribute
to the delay of onset of atherosclerosis in these in-
dividuals with IGHD (49, 50) and to their normal life
expectancy (51) despite viseeral obesity (29) and despite
increased blood pressure, total and LDL cholesterol, and

Entercendoorine Connections in GH Defidency
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C-reacove protein (52). Itis also possible that the higher
ghrelin secretion contributes to their normal life expec
tancy bemuse the ghrelin-GH secreragogue receptor-
signaling pathway may play an important role in the
antiaging mechanism (53).

Our work has some limittions. The higher basal
glucose levels in the control group could confound the
results, Nevertheless, the AUC for glucose was lower in
this group, making it very unlikely that the higher basal
glucose contributed to a redudion in AUC for glucose.
Furthermore, we did not measure the active acyl-ghrelin
and the inactive desacyl-ghrelin (54, 55). However,
measurement of toml ghrein has the advanmges of
measuring both forms of ghrelin, Toml ghrelin isalso less
prone m degradation (important in our case because
samples needed to be wransported over 2000 km from
collection site), and it is desirable when higher levels of
ghrelin are predicted, as in our case. Another issue of
conaernis a possible degradation of total ghrelin because
we did not use extraction of plasma with the addition of
protease inhibitors and acidificaion. Therefore, we
cannot exclude possible degradation of active ghrelin,
However, this possible degradation would have likely
oocurred in both subjects with [IGHD and control sub-
jects, allowing comparison between groups. Further-
maore, the observed postprandial ghrelin attenuation and
(iLP-1 increase seen i both the expenmental and control
groups suggest the biological relevance of our experi-
ment. For GLP-1 assay, extraction and acidification do
not appear o be critical, following the manufacmrer's
instructions. Similar handling of the samples was used
in a recent study, showing that GLP-1 appears to be the
main candidate to promote an increased insulin response
and membolic control afer gastric bypass surgery in
obese patients (56).

In summary, severe, lifetime, untreated IGHD is as-
sociated with increased GLP-1 secretion and less post-
prandial ghrelin and hunger attennation in response to a
mixed meal. These enteroendocrine changes may result
in a favorable outcome in terms of environmental ad-
aptation, providing appropriate food intake (higher total
ghrelin) and imp roving insulin sensitivity (higher GLP-1).
These changes may conmibute to the normal life ex-
pectancy of these subjects despite several cardiovascular
risk factors.
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Abstract

Dbjectives: Walking and postural balance are extremely important to obtain food and Key Words
to work. Both are critical for quality of life and ability to survive. While walking reflects ¥ GH deficiency
musculeskeletal and cardiopulmenary systems, postural balance depends on body size, »  balance
muscle tone, visual, vestibular and nervous systems. Since GH and IGF-1 act on all these v walking

systems, we decided to study those parameters in a cohort of individuals with severe
short stature due to untreated isolated GH deficiency {IGHD) caused by a mutation in the
GHRH receptor gene. These IGHD subjects, despite reduction in muscle mass, are very
active and have normal longevity.

Methods: In a cross-sectional study, we assessed walking (by a &-min walk test), postural
balance (by force platform) and fall risk (by the Timed Up and Go' test) in 31 IGHD and
40 matched health controls.

Results: The percentage of the walked distance measured in relation to the predicted one
was similar in groups, but higher in 1GHD, when corrected by the leg length. Absolute
postural balance data showed similar velocity of unipedal support in the two groups,
and better values, with open and closed eyes and unipodal support, in IGHD, but these
differences became non-significant when corrected for height and lower-limb length.
The time in 'Timed Up and Go' test was higher in IGHD cohort, but still below the cut-off
value for fall risk.

Conclusion: IGHD subjects exhibit satisfactory walking and postural balance, without
increase in fall risk.
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(2015) 8, 416-424
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Introduction

The ability to walk erect on two legs exerted great
evolutionary potential for the human species. Walking
and postural balance are extremely important to get
around, obtain food and work Both functions are
critical for quality of life and ability to survive in
hostile environments with limited access to transport
and food. While walking reflects musculoskeletal and
cardiopulmonary systems, postural balance depends on
body size, muscle tone, visual, vestibular, somatosensary
and central nervous svstems (1, 2, 3, 4). This complex
system favors the equilibrium, guaranteeing postural
balance and reducing the risk of falls (3, 6). Several factors
such as height, leg length and lean and fat mass (7, 8, 9,
10) may affect walking and postural balance.

Mice with reduced GH signaling have better physical
capacity than normal animals (11). It is unclear if humans
with isolated GH deficiency (IGHD) in combination with
reduced body size have adequate walking and postural
balance. If so, they may have advantageous features for
obtaining focd and saving energy throughouwt life and
in the prevention of falls, especially in older age. It is
understandable that these features are not critical for mice
living permanently in cages and undergoing standardized
experimental conditions,

We have described in Itabaianinha county, in
northeastern Brazil, a large cohort of individuals with
IGHD, due to the c57+1 G—+A mutation in the GH-releasing
hormone receptor gene (GHRHR, OMIM n. 612781),
resulting in low serum GH and 1GF-I throughout their life
(12). Although these individuals are severely short, with
reduced lean body mass and increased fat percentage,
they perform vigorous daily physical activities such as
pottery, farming and domestic work (13). Although these
subjects report higher prevalence of dizziness (14), they
are not prone to fractures even at advanced ages (15).
They also have normal quality of life (16) and longevity
{17). Recently, we have shown that these untreated IGHD
subjects have better muscle strength parameters adjusted
for weight and fat free mass than controls, satisfactory
muscle function and greater resistance to fatigue (18),
contributing to possible benefits of short stature in these
individuals, who live in the real world, with dimensions
adapted to people of normal height {19). Therefore, we
hypothesized that their walking capacity and postural
balance would also be satisfactory, contributing to their
environmental adaptation, probably reducing their falls'
risk. In an attempt of inding out subtle differences between
two, @ prior, healthy groups (the IGHD subjects and their
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normal counterparts), we used the gold standard method
to assess the balance, the force plate, which measures
postural sway by calculating the center of pressure (20, 21).
Measures of balance using questionnaires, like the Berg
Balance Scale, are limited by subjective interpretation,
ceiling effects and low sensitivity (20, 22, 23) and are
more useful in neurological diseases, in which sensitivity
is less relevant.

The aims of this study were to assess walking, postural
balance and fall risk in congenital, untreated, lifetime
IGHD subjects.

Methods
Subjects

In a cross-sectional study, adult GH-naive IGHD subjects
and controls with similar sociceconomic conditions and
paired by age, sex and BMI were recruited by advertising
in the local Dwarfs Association Building and by word of
mouth among the inhabitants of ltabaianinha county.
Inclusion criteria for IGHD group were age 18 years or above
and homozygosity for the c37+1G—=A GHEHE mutation
for the IGHD and for the wild-type allele for controls (13).
Exclusion criteria were previous GH replacement therapy,
known labyrinth disorders, functional and respiratory
limitations and orthopedic diseases.

Thirty-one IGHD and 40 health controls paired by age,
sex, blood pressure and BMI were enrolled. Experiments
were carried out in a gym in the Itabaianinha municipal
seat, The protocol was approved by the Institutional
Review Board of Federal University of Sergipe, and all
subjects gave their written informed consent.

Anthropometric data and level of physical activity

We used a tetrapolar bioelectrical impedance device
with 30KHz (Model 450, Biodynamics, LTDA, and Sio
Paulo, Brazil) to assess fat amd fat free mass (18). The
International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) was
used to assess the type and level of physical activity in the
last 7 days. The tvpes of activity were walking; activities of
moderate intensity (such as camrying light loads, cycling
at a regular pace or doubling sneakers) and vigorous
intensity activities (such as weight lifting, digging,
aerobics or fast cycling). The level of activity was coded at
high=23 (at least 1h of moderate-intensity activity above
basal activity level or half an hour of vigorous-intensity
activity bevond baseline daily level); moderate=2
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{half an hour of moderate intensity on most daysk and
low=1 (not meeting any of the criteria for any of the
previous categories) (24).

Six-minute walk test

This test assesses the global response of all the systems
involved during exercise, namely the pulmonary and
cardiovascular svstems, systemic circulation, peripheral
circulation, blood, neuromuscular units and muscle
metabolism. It measures the distance that a subject can
walk quickly on a flat, hard 100-ft hallway in a period of
6min. The test was performed according to the current
American Thoracic Sodety (ATS) guidelines (25, 26).
Individuals were asked to wear comfortable shoes and
avoid high-intensity physical activity 2 h prior to the test.
Fasting was not requested. They were instructed to 'walk as
far as possible without running for émin'. Subjects could
slow down and stop if necessary. In case of internuption,
they could restart as soon as they felt able, without
pausing the countdown. After the first minute, the subject
was told “You are doing well. You have 5 min to go'. When
the timer showed 4min remaining, the subject was told:
‘Keep up the good work. You have 4 min to go'. When the
timer showed 3min remaining, the subject was told You
are doing well. You are halfway done’. When the timer
showed 2min remaining, the subject was told: ‘Keep up
the good work. You have only 2min left’. When the timer
showed only 1 min remaining, the subject was told: You
are doing well. You have only 1min to go'. When the
timer was 155 from completion, the subject was told: ‘In
amoment | am going to tell vou to stop. When [ do, just
stop right where vou are and [ will come to vou'.

Heart rate (HR) was assessed at rest, at the end of
6min and at the first and second minutes of recovery.

Paostural balance in GH B4 48
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A self-assessment of the perceived exertion was obtained
by the modified Borg Scale (27). In this scale, the ratio
properties were graded from O (nothing at all), 0.5 (very,
very weak), 1 (very weak), 3 (moderate), 4 (somewhat
strongl, 5 (strongl, 7 (very strongl and 10 (very, very
strongh. The predicted walked distance was calculated by
a standardized Brazilian formula: 356.658-(2.303<age)+
(36,648 < gender)+(1.704 x height) +(1.365 = AHR). Gender
was coded 1 for male and zero for females (28). The
percentage of the walked distance in relation to the
predicted one was calculated.

Postural balance

Postural balance was evaluated by the force platform,
which measures the oscillations of the human body in the
anteroposterior and mediolateral directions. All tests were
performed by a single trained physiotherapist (G A M-B),
in a force plate equipment (triaxial digital KINECT P-6000,
Porto Alegre, Brazil) with a frequency of 100Hz, calibrated
before each evaluation, following the manufacturer's
instructions. Before data collection, individuals were
instructed to perform three 30-5 tests in the sequence:
open and closed eyes, standing with both feet (bipodal
support) and with open eves, standing with one foot
{unipodal support). For the comect positioning of the
individuals, the force plate was demarcated with adhesive
tape at the cemtral point. After individuals climbed
barefoot on force plate, no adjustments were made to
the feet. The subjects were asked to fix their eyes on a
visual marker placed at the mean height of each group.
Mediclateral and anteroposterior displacements (mm}
and velocity of the center of pressure imm/s) (29, 30, 31)
were measured (Fig. 1). The theoretical assumptions of the
postural balance measurement are that individuals with

FRONT

LEFT RIGHT
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Flgure 1

Ilustratian of the trajectories of the center of
pressure (COP) on the foroe plate during static
balance in the anteroposterior (AP, medialateral
(ML) displacernent and respective diagonals.
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higher amplitudes of oscillation and/or higher oscillation
velocity have worse postural balance. Due to the risk of
fall, a security technician was available to intervene in
cases of large postural oscillations.

Fall risk

Fall risk was assessed by the Timed Up and Go' test.
Individuals were positioned seated in a chair, with back
support, and with their feet in contact with the floon
The IGHD subjects used a smaller chair, according to
their size. After verbal command, the individuals got
up from the chair, walked a distance of 3m in a straight
line and returned to the initial position. The time is the
main outcome of this test. Lower values identify better
performance, with 12s being the wsual cut-off point which
indicates fall risk (8). The chair used for both individuals
with IGHD and for the control group was adjusted to allow
the 907 angle of hip and knee flexion when participants
took the sitting position (30, 32).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the statistical
software SPSS/PC 8.0 (3PS, Inc.). Values for continuous
variables are expressed as the meantstandard deviation
and frequency for the qualitative variables. Student's
t test was used for the comparison of the two groups.
Significance was established by a P value lower than 0.05.
We corrected the variables of the force platform and of the
time in 'Timed Up and Go' test, by dividing them with the
height and the lower-limb length (LLL).

Results

Table | shows the anthropometric and blood pressure data.
As expected, height, weight and LLL were reduced in the
IGHD group. Table 2 shows the data of the 6-min walking
test. There was no difference in HR at rest or at the sixth
minute of walking nor at 1 or Zmin of recovery, neither
in the sensation of dvspnea after exercise. The walked
measured and predicted distances were lower in the IGHD
group, but the percentage of the walked measured distance
in relation to the predicted one was similar between the
groups. In addition, the walked distance corrected by the
leg length was higher than that in the controls. While
both the velocity of the center of pressure with open eye
(6.8+1.4 vs B.0+20mm/fs, P=0.005) and with closed
eve (78426 vs 99228 P=0.002) were lower in IGHD

Postural balance in GH B4 419
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Table 1 Anthropometric, physical activity assessed by the
imternational physical activity guestionnaire (IPAQ), and blood
pressure data in 31 isolated growth hormone deficiency
(IGHD) and 40 controls, Data are expressed as

mean # standard deviation.

1GHD Controls Pyalue
Sex (Males) 16 20 1.000
Age (years) 212 431 0.992
Weight (kg EHE 671 <0.001
Height (cm} 125:8 186210 =0.001
Standard deviation -8.6:13 -03£15 <0001
score for height
BMI (kafm?} 234+34 241+28 0.354
Fat mass (%) BE5+132 2347285 <0001
Fat free mass (kg 56:72 £38+121 <0001
Lower-limb 59.0+5 817 <0.001
lemgth {cm)
Priysical activity 145205 151205 0616
level
Systolic blood 11119 115210 0.065
pressure (mmHg)
Diastelic blood 795 B0+4 0.079
pressure (mmHg)

The scoring system and the domains of IPAQ questionnaire were detailed
in the ‘Methods' section.

than contrals, the velocity of the unipodal support of the
center of pressure was similar in the groups (30.4+7.1 vs
32.4£6.4, P=0.214). Table 3 shows the displacement of
the static postural equilibrium and the ‘Timed Up and Go'
test in absolute and corrected values for height and LLL.
The absolute values were significantly better in the IGHD
group in comparison to controls, but when corrected for
height and LLL, these differences disappeared. The Timed
Up and Go' test was higher in IGHD than controls in both
absolute value and in value comected for height or LLL,

but was still below 125, the cut-off point which indicates
fall risk.

Discussion

This work shows that adult individuals with congenital,
untreated severe IGHD have similar walking and
postural balance to normal controls, paired by sex,
age and degree of physical activity. These data expand
our previcus observation that these IGHD subjects
have better muscle strength parameters when adjusted
for weight and fat free mass than controls. They
also exhibit greater peripheral resistance to fatigue,
demonstrating satisfactory muscle function (18), in
spite of having marked reduction of fat free mass and
increase of fat percentage {33, 34, throughout the life.
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Table 2 Six-minute walk testin 31 izolated GH deficiency (IGHD) subjects and 40 controls. Data are expressed as

mean + standard deviation.

IGHD Controls Pvalue
Heart rate of rest (bpm) 33+ BE+13 0.106
Heart rate at the sixth minuze (bpm) 103+1% 100+16 0.456
Heart rate at 1 min recovery (bpm) 90+14 83B8+13 0.065
Heart rate at 2 min recovery (bpm) 35+13 B3+13 0.483
Dyspnea (Borg) 47413 46+12 0.B0B
Walked distance (m) 348 +64 353 +40 0.001
Predicted distance [m) 508 54 57541 <0.0001
Distance walked based on prediction (%) 6d+12 B9+7 0.578
Distance walked/leg length (meter/icm) B+1 B+l <0.0001

Our data expand the benefits of lifetime IGHD in terms of
health and longevity (19). Walking and postural balance
are extremely important for small people who survive in
potentially hostile environments, to get around, obtain
food, work and reduce falls. To our knowledge, the IGHD
people of Itabaianinha are the only available model to
evaluate the consequences of lifetime lack of GH.

We had previously studied in these subjects the
maximal cardiac stress test, with a treadmill Bruce
protocol, performing stress echocardiograms to assess
coronary atherosclerosis (35). This and subseguent studies
showed no evidence of premature atherosclerosis (despite
increase in total and LDL cholesterol) (36). Accordingly,
they have normal longevity (17). However, the Bruce
protocol produces a stress condition that mirrors major

physical effort, surgery, emotional trauma or accidents,
not ordinarily found in daily life. In this paper, we aimed
to assess the submaximal level of functional capacity, as
miost activities of daily living are performed at submaximal
levels of exertion. Therefore, we used the 6-min walking
test, which better reflects the functional exercise level for
daily physical activities (25). Ourdata show that the walked
measured or predicted distances are lower in the IGHD
group, but the percentage of the walked measured distance
in relation to the predicted one was similar between the
groups. In addition, the walked distance corrected by the
LLL was indeed higher in IGHD subjects. These data show
that when corrected for height, these IGHD subjects walk
similar to normal statured controls, and when corrected by
the lower member length, they seem to walk better.

Table 3 Displacements (mm) of the static postural equilibrium with open eye (OE), dosed eye (CE) and unipodal support (US)
and the time (s} of the Timed Up and Go' test in absclute and corrected values for height (cm) and lower-limb length (LLL, cm], in
31 izolated GH deficiency (IGHD) and 40 controls. Data are expressed as mean + standard deviation.

1GHD Controls Fvalue
Displacement OE mediolateral 146+40 192+53 0001
Displacement OE mediolateralheight 0.13+0.05 012+0.04 0.382
Dizplacement OE mediclateralLLL 0282010 0.26 +0.08 0358
Dizplacement OE anteroposterior 85:32 141+45 0001
Dizplacement OF anteroposteriorheight 0.06+003 0.08+0.04 0.077
Displacement OF anteroposterion/LLL 0.14+0.07 01E8+0.09 0.083
Dizplacement CE mediolateral 149+3.1 172+25 0001
Dizplacement CE mediclazeral/height 013010 014 +0.05 0.753
Dizplacement CE mediolateral/LLL 029+0.21 03000 0.
Displacement CE anteroposteriorn 1720 129+36 0.001
Displacement CE anteroposteriormeight 0.07 +0.08 0.08+0.04 0519
Displacement CE anteroposterionLLL 0.15+0.17 017 +0.0% 0502
Dizplacement US mediclateral 284261 335+52 0001
Dizplacement U5 mediolateral/height 029+0.20 0.28+0,13 0654
Dizplacement U5 mediolateral/LLL 065+045 0.61+0.30 [
Displacement U3 anteropostenior 25847 NA+4T 0001
Dizplacement US anteroposterionmeight 028=0.28 0.21+01 0211
Dizplacement US anteroposterion/LLL 062=0.64 047+0.3 0237
Timed Up and Go test 1M3z21 7114 0.0M0
Timed Up and Go test'height 009:0.03 0.05 +0.01 0001
Timed Up and Go test/LLL 0158207 0.10+0.02 «0.001
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The relationship between height and distance
traveled and the length of the lower limb is intuitive.
Walking speed is also an objective measure of lower-limb
neuromuscular function and physical performance. It
relates to functional abilities, morbidity and mortality,
being a potent 'vital sign’ in older adults (37). We
believe that the normal walking of these IGHD subjects,
coupled with their better muscle strength parameters (18)
contributes to their environmental adaptation, keeping a
large number of subjects alive in a rural and potentially
hostile environment for more than two centuries,

The 6min walking test has become a standard
tool in clinical practice and research because it is
considered a tool that can evaluate the performance,
function and response to treatment of individuals
with cardicrespiratory disorders (25, 26). For instance,
patients with pulmonary hypertension with values less
than 332m have shorter survival rate that those walking
farther (3B). To our knowledge, this is the first report
of this test being performed in individuals with severe
IGHD and marked short stature. Although we did not
intend to establish limits of normality of this test in
people with severe short stature, these data can be useful
to researchers interested in walking of proporticnate
short stature of any causes.

Animal data in GH receptor-knockout (GHRKOQ)
{11} and GHRH-knockout (GHRHKO) mice (39) show
an increase in locomotor and thermogenic activities. We
have shown that our IGHD subjects have a higher caloric
intake corrected by body weight {40). We think that their
greater peripheral resistance to fatigue (18) coupled to
satisfactory walking, may have beneficial consequences,
improving cardiopulmonary  function and aveiding
excessive fat accumulation in individuals with severe
impairment of the lipolysis due to GH deficiency.

IGHD subjects showed
oscillation in the postural balance for open eve, close eye
and unipodal support variables when compared 1o the

lower non-corrected

control group. It is important to note that individuals
with short stature and consequently LLL may present
lower postural oscillation. Biomechanically, these lower
values of postural oscillation can be explained by the
fact that the human body functions as an inverted
pendulum (41). Joint amplitudes of the ankle and
proximity of the gravitational center to the base of
support promote an increase in the internal torgue
favorable to the postural balance. The proximity of the
gravitational center to the base of support promotes an
increase in the internal torque favorable to the postural
equilibrium. Accordingly, when we corrected these

G A Moreira-Brasileiro &t al.
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measures of postural balance for height and LLL, these
differences disappeared, suggesting a role of height or
LLL in these measures.

However, two other important factors that seem
to directly influence postural balance oscillation are
fat mass content and BMI. Studies have shown that
overweight individuals present greater postural balance
due to hypersensitivity of foot mechanoreceptors (42, 43).
This fact is explained by somatosensory stimulation,
which causes neuroplasticity in the motor cortex by
propricceptive increase in the area of plantar comtact
(44). Other studies have shown that increased fat mass
promotes greater postural oscillation (45). Conversely, a
recent study showed that fat mass and BMI are not able to
influence postural oscillation parameters in the unipodal
support (8). Although our IGHD subjects present higher
fat mass percentage, they exhibit normal or more
frequently low BMI values (18, 34) due to the small size
of muscles and bones. Therefore, we cannot draw final
conclusions on the role of BMI on the body oscillation in
these subjects.

The proprioceptive systems are of great relevance for
the maintenance of postural balance (2). Previously, we
reported that these IGHD individuals had normal visual
acuity (46} and mild hearing loss, but complained more of
dizziness than controls (14). This subjective complain of
mild dizziness contrasts with the lack of hip fracture even
in individuals older than 90 vears (36). Indeed, going back
as far as 1892, there is no death certificate reporting hip
fracture as cause of death in any of the IGHD subjects (17).
In addition, we have previously shown that the mean
number of vertebral fractures in individuals clder than
&0 vears was lower in IGHD than in controls (36). It is
well known that one-third of normal people over 65 years
of age will suffer falls at least once a year, some resulting
in serious injuries, and the majority leading to impaired
mobility, loss of function and decreased quality of life (47).
Data of the present work show normal postural balance in
these 1GHD subjects, contributing to their low fall risk,
excellent health and high quality of life (16), including in
advanced age (19).

The Timed Up and Go' test was higher in IGHD cohort
than the controls, likely reflecting their shorter limb
length, causing longer execution time (44). Nevertheless,
this time remains within the predicted normal range
for normal statured people and below the threshold
of fall risk (9).

One study with 8300 women aged 65-89 years with a
widevariation in physical function and lifestyles from four
large metropolitan areas in the United States concluded
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that lifestyle factors {mot smoking, going outdoors
frequently, walking at a fast usual-paced walking speed
and high physical activity) and shorter body height may
reduce the fall risk (48). Our IGHD subjects rarely smoke
{49} and have all the other protective factors against the
fall risk. The satisfactory walking and postural balance
contribute to the good quality of life, overall health and
no evidence of falls in this IGHD cohort. Therefore, we do
not think that walking and postural balance need to be
routinely evaluated in individuals with IGHD. Our data
will be useful to compare with other forms of congenital
or acquired GH deficiency, GH insensitivity syndromes or
other causes of dwarfism.

Our work has one major limitation. We cannot
separate the consequences of lack of GH from short
stature. To study this aspect, one would need a group of
individuals with similar stature and normal GH secretion,
as we used in a voice study (50). However, most causes
of severe short stature (e.g. achondroplasia and 3-M
syndrome) have trunk/limb disproportion and specific
orthopedic problems and are therefore not adeguate
controls for well-proportioned patients with no relevant
orthopedic problems.

In conclusion, our data demonstrate that adults with
severe short stature due to IGHD show satisfactory walking
and postural balance, without increase in fall risk. These
data expand previous observations of adequate muscle
function in these subjects, despite marked reduction in
muscle mass. These data exemplify another dissociation
between muscle mass and function and contribute to
establish an overall beneficial health profile of these
subjects living with markedly reduced GH and IGF-] levels.
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ANEXO A - Questionario Validado de Escala Analdgica Visual (EAV)

Quanta fome vocé sente?

Eu ndo estou com
fome alguma

Quanto satisfeito vocé se sente?

Eu nunca estive com
tanta fome

Eu estou completamente
vazio

O quanto vocé acha que pode comer?

Eu estou totalmente
cheio

Nada

Muito
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MINISTERIO DA SAUDE
Consclho Nacional de Saude

Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 1361/2004

Registro CONEP: 10212 Este n" deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Registro CEP: 043/2004 Processo n° 25000.064789/2004-90

Projeto de Pesquisa: “"Consequéncias da deficiéncia isolada e vitalicia do hormonio do crescimento”
Pesquisador Responsavel: Dr. Manuel Herminio de Aguiar Oliveira.

Instituigdo: Universidade Federal de Sergipe/SE

Area Temitica Especial: Genética humana c/c cooperagio estrangeira.

Ao se proceder a analise das respostas ao Parecer CONEP n° 1122004, relativo ao projeto em questao.
considerou-se que:

a- Foram atendidas as solicitagoes do referido parecer, |

b- O projeto preenche os requisitos fundamentais das Resolugdes CNS 196/96 e 292/99, sobre Diretrizes.

¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos:
¢- O projeto foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da instituigdo supracitada.

Diante do exposto. a Comissido Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP. de acordo com as
atribui¢cdes definidas na Resolucdio CNS 196/96. manifesia-se pela aprovacio do projeto de

pesquisa proposto.

Situagio: Projeto aprovado
Brasilia, 15 de julho de 2004,

WILLIAM SAAD HOSSNE  Coordenador da
CONEP/CNS/MS




