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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do Diabetes mellitus induzido na fase
pré-gestacional e gestacional em ratas Wistar e seus conceptos. Foi realizado um estudo de
diabetes experimental utilizando 16 ratas da linhagem Wistar, sendo seis induzidos na fase
pré-gestacional, seis durante a gestacdo e 4 como controle. Os dados foram coletados no
laboratério de cirurgia do trauma da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Foram
avaliadas as varidveis, glicemia, tempo de acasalamento, peso materno, nimero de filhotes,
peso corporal e cardiaco dos filhotes. Para andlise estatistica foi realizada analise descritiva,
a evolutiva através da ANOVA e teste de tukey e para comparar as varidveis numéricas foi
utilizado a coeficiéncia de correlacdo de Pearson sendo o nivel de significancia adotado de
p<0. 05. Foi observado que em todas as ratas induzidas foi possivel reproduzir a doenga.
Quanto ao tempo de acasalamento o grupo que mais ocorreu dificuldades foi o
pré-gestacional com 20 dias para que a fémea aceitasse a copula. O ganho de peso
gestacional foi estatisticamente menor quando comparado com o grupo controle € um

menor nimero de filhotes encontrado foi no grupo pré-gestacional.

Nos neonatos do grupo gestacional encontramos maior peso corporal e menor peso corporal
no pré-gestacional. Os neonatos do grupo gestacional apresentaram aumento médio do

coracdo quando comparados ao controle.

Foi possivel estabelecer o Diabetes em todas as ratas induzidas e se utilizar esse modelo
para investigar e prevenir possiveis anormalidades causadas pela Diabete gestacional nos
recém-nascidos através da intervencgdo e profilaxia de malformagdes nos conceptos de maes

diabéticas

Palavras-chaves: diabetes gestacional, ratos, modelo experimental.
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The objetive of study has establish effects of diabetes induced by streptozotocin in Wistar
rats ( phase advance pregnancy and pregnancy) and your newborns. Had been used 16 rats
of lineage wistar, six rats per group (6 rats induced during pregnancy, 6 rats induced before
pregnancy and 4 rats as control. The data had been collected in the laboratory of surgical
inquiry of College of Medicine of the UNICAMP, during the period of October of 2004 at
June of 2005.They had been measured: the glucose, time of copulation, the weight
maternal, size of offspring, weight of offspring and weight cardiac of offspring. For
analyze statics adopted ANOVA, test of tukey and correlacion of Pearson, the level of
significant adopted was of p<0.05. They was perceibed which in all rats induced was
possible reproduce the patology . While the mate, the group which more had hardness is
the before pregnancy which 20 days for female let male. The gain of wight pregnancy was
less which the expectation in group before pregnancy which mean of 195+38g and as less

number of offspring find in group before pregnancy which mean of 3.5.

In offspring finds larger weight in group pregnancy which mean of 6.01g and less weight
in group before pregnancy which mean of 2.23g compared control which is of 3.96g. While
the heart hipertrofy finds in group pregnancy which mean of 0.055g compared group
control of 0.037g.

Conclusions : An established time the gestational model diabetes in rats is possible now to
use of this method to leave investigative space in neonatology e to future prevent the

appearance of discomforts and anomaly in mother e in the children.

Keywords: diabetes pregnancy, rats, experimental model.

Abstract
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H4 mil e quinhentos anos antes de Cristo um documento médico egipcio
chamado papiro Ebers ja fazia referéncia a patologia Diabetes. A nomenclatura da doenca
foi datada no ano 80 da era crista por Aretacus, um médico romano que relatou uma doenca
cujos principais sintomas eram eliminagdo copiosa de urina, sede incontroldvel e
emagrecimento e criou o termo diabetes, palavra de origem grega, que significa passar
através de, pelo fato da polidria, um dos sintomas mais aparentes da doenca se assemelhar a

drenagem de uma dgua. (ARDUINO, 1980; LAUN, 1993).

No ano 1020, o médico drabe Avicena forneceu uma mengao sobre a associagao
de actucar na urina, pelo fato de ao redor da cama de seus pacientes se aglomerarem muitas
formigas. Em 1869 o cientista Langherans descobriu as ilhotas do tecido pancricio que

mais tarde seria a base para pesquisas da insulina (ARDUINO, 1980).

O marco histérico dos conhecimentos sobre a doenca e principalmente sobre a
terapia desta moléstia foi dada pelo cientista Banting que permitiu que em janeiro de 1922
fosse aplicada no homem a primeira injecdo de insulina com finalidade terapéutica. Nos
anos 60, importantes aquisi¢cdes foram feitas ao processo da sintese da insulina e a

descoberta dos efeitos metabdlicos do glucagon e outros hormonios.

Nos anos 70, foi realizada a purificacdo da insulina extraida de animais, que
aliviou problemas de alergia e resisténcia a insulina. No inicio da década de 80, chegou-se
a conclusdo de que o diabetes € fator de risco isolado para infartos e derrames. Pela
observacgdo dos doentes, constatou-se que a probabilidade de um diabético ser vitima de um
evento desse tipo é até trés vezes maior que a verificada em ndo-diabéticos

(BERTINI, 1984; BAKER, 1979).

Nos tempos atuais, no entanto, maior conhecimento sobre a doenca e
medicamentos mais potentes e eficazes promete mudancas drédsticas na vida dos pacientes.
Na ultima associagdo européia no estudo do diabetes realizada em setembro de 2005 em
Atenas, foram apresentados novos tratamentos a base de insulina de acdo rdpida, ultra-
rdpida e via oral(EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF DIABETES,2005;
BURT,1985)

Introdugdo

15



O Diabetes € uma doenga cronica grave e em franca ascensao. Em 2025, os 170
milhdes de doentes que existem hoje devem chegar a 300 milhdes. Apesar da alta taxa de
mortalidade em decorréncia do problema, a adesdo ao tratamento € baixissima. No Brasil,
por exemplo, apenas 20% dos pacientes diagnosticados seguem rigorosamente as
orientacbes médicas. A doenca ¢é classificada como uma sindrome de alteragcdes
metabolicas e hiperglicemia devido a uma deficiéncia absoluta ou relativa da secrecao de
insulina ou reducdo de sua eficicia biolégica(EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE
STUDY OF DIABETES,2005; THAMOTHARAN,2003)

O Diabetes estd alcancando propor¢des epidémicas mundialmente. Somente na
Europa, existem mais de vinte e cinco milhdes de pessoas com diabetes. Na maioria dos
paises, a doenca € agora uma das principais causas de morte em virtude dos seus efeitos em
doencas cardiovasculares, que corresponde a 75% de 6bitos. E ainda uma das principais
causas de cegueira, insuficiéncia renal e amputacdo de membro inferior (EUROPEAN

ASSOCIATION FOR THE STUDY OF DIABETES, 2005; UTSOMIYA, 2005).

Quando durante a gravidez surge um descontrole metabdlico, chamamos de
Diabetes Gestacional. Uma situacdo que pode alterar de maneira marcante o meio ambiente

onde se desenvolve o concepto.

Foi demonstrado que quando hd controle do diabetes durante a gestacdo e se
faz uso de sistemas de monitorizagdo sobre o feto e cuidados intensivos ao nascimento 1SSO

determina uma queda da mortalidade perinatal(FELIG, 1981; PHILIPIS, 1985)

O Diabetes gestacional é definido como intolerancia aos carboidratos, de grau
varidvel de gravidade, que se inicia ou € reconhecido pela primeira vez durante a gravidez.
O diabetes mellitus esta associado a desnutri¢ao e tem recebido maior atencao nos ultimos
anos devido ao aumento da sua incidéncia em populacdes vitimas da fome. As evidéncias
de que a desnutri¢do pode ser diabetogénica vém de estudos que mostram a intolerancia a
glicose em animais (HEARD, 1967; TURNER, 1967) e em seres humanos
(BECKER, 1971, ELSNER, 2000)
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Em 1882 ja se fazia referéncia a existéncia de um tipo de diabetes que ocorre
somente na gravidez, ausente em outros periodos, acarretando importantes alteracdes
maternas na constituicdo quantitativa de sangue e 0ssos, pele e anexos, coracdo e glandulas
e muito provdvel, que cada constituinte sélido e liquido do organismo

(O SULLIVAN, 1991; NATIONAL DIABETES GROUP, 1979).

O NATIONAL DIABETES DATA GROUP - NDDG (1979) alerta para a
necessidade de vigilancia na gestacdo atual e a necessidade de follow-up pds-parto, de
prevencdo da obesidade e outros fatores de risco entre as gestacdes subseqiientes. O NDDG
ainda considerou fatores de risco para o Diabetes gestacional,tais como: idade materna,
obesidade, ganho ponderal excessivo durante a gravidez, hipertensdo arterial crénica ou
induzida pela gestacdo, malformagdes em gestacOes anteriores , histéria familiar de

diabetes, obesidade e a hipertensao.

O desenvolvimento do diabetes € controlado por, no minimo, 2 fatores, o
primeiro fator estd nos genes. Um dos genes recessivos diabetogénicos mais ativos € o que
estd ligado ao cromossomo 17. Quanto ao outro fator € meio ambiente, tanto quanto a ag¢ao
de virus, uma aplicacdo de anticorpo, restricdo protéica e distirbios hormonais podem

influenciar no aparecimento do diabetes(LANG; BELLGRAU, 2004)

A gravidez determina alteragdes importantes na homeostase de carboidratos,
proteinas e lipideos, no sentido de fornecer energia e material de crescimento para dois
organismos. Porém o descontrole desse metabolismo na fase gestacional e mais
precisamente na primeira metade da gestacdo, pode acarretar complicacdes hipertensivas e
obstétricas na gestante diabética podendo até mesmo levar a morte materna ou acarretando
sérios complicacdes fetais e neonatais, como por exemplo, macrossomia fetal, sindrome da

angustia respiratéria e hipoglicemia( FEIG; PALDA,2002,HEINIGER,2001)

ARDUINO (1980), em seu trabalho de revisdo, descreveu que uma das
complicagdes graves que ocorrem nas gestantes diabéticas € a hipertensao cronica, tendo
uma incidéncia maior que a da populagdo obstétrica geral. Ja em relacdo a toxemia e ao
polidrimnio costumam estar associados e ocorrem com maior probalidade quando o

controle diabético ndo é bom.
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Em relacdo aos problemas e alteracdes do metabolismo que podem acontecer
nos filhos de diabéticas, citamos a hipoglicemia neonatal, a sindrome do desconforto
respiratorio idiopdtico, macrossomia fetal, hipocalcemia, policitimia que sem divida sdo
mais freqiientes, e que tem associa¢do com o mau controle glicémico (HOSOKAWA, 1996;

ERIKSON, 1984; MILSS, 1988, LAUN, 1993).

Nas primeiras horas de vida, os recém-nascidos de maes diabéticas sdo mais
hipoglicémicos que os de maes nao-diabéticas. A resposta insulinica dos primeiros € mais
intensa e mais rdpida e o nivel mais baixo de 4cidos graxos ndo esterificados sugere rapida
utilizacdo do mesmo, para a conservacdo dos depdsitos de glicogénio para o uso de
sistemas dependentes de insulina. O hiperinsulismo fetal, pode estar associado com a
hipoxia fetal embora isto ainda ndo seja comprovado,podendo levar a policitemia e
hiperviscosidade sanguinea. Quando existe macrossomia, distdcia e dificuldade de extragao
do feto podem contribuir também para a asfixia neonatal (PINTER; REECE, 1988,
LEITER, 2005).

Quanto a sindrome da angustia respiratdria, inimeros estudos demonstram que
ha um retardo na maturacdo pulmonar dos filhos de maes diabéticas e que hiperglicemia e
hiperinsulina fetal parecem estar implicados neste mecanismo patogénico (WHITE, 1965;

BERTINI, 1984).

A avaliagdo do bem estar fetal é assim, uma das principais prioridades dos
centros de assisténcia as gestantes com diabetes, ainda que se conheca pouco da
fisiopatologia do sofrimento fetal em tais pacientes. (DRISCOLL, 1965; CHO, 2000;
BOUCINHAS, 1987).

Quanto a macrossomia, ¢ mais comum em pacientes com diabetes de curta
evolucdo, ou como chamamos de “diabetes durante a gestacdo”,sem complicacoes
vasculares importantes. PEDERSEN (1965) estabeleceu que a hiperglicemia materna,
levando a hiperglicemia e ao hiperinsulinismo fetal, resultava em excessivo crescimento do
feto e ao acimulo de gordura no mesmo; e mais, concluiu que o filho de mae diabética,
macrossOmico, apresentava menor quantidade de dgua organica total e que o aumento de

peso era devido aos depdsitos de gordura. Além da glicose, outros substratos podem
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modificar a resposta secretora da insulina fetal e € provavel que também os aminodcidos
sejam importante regulador de secrecdo de insulina fetal (MILLS, 1988;

MERSOUK, 2000)

Com a descri¢io de DRISCOLL (1965) considera-se macrossdmico o recém-
nascido que, a termo, pesa 4.000 g ou, segundo alguns autores (paises nérdicos), 4.500 g.
Outros ndo consideram valores absolutos, mas sim recém-nascidos grandes para a idade
gestacional (GIG) , quando o peso ao nascer se encontra acima do 90 percentil de curva de

referéncia.(NATIONAL DIABETES DATA GROUP, 1979).

Em relacdo a anomalias congénitas ocorrem mais freqiientemente em filhos de
maes diabéticas. Isso ainda continua a contribuir para a mortalidade perinatal e, a medida
que outras causas diminuem em freqliéncia, parecem representar uma causa
progressivamente mais importante de mortalidade, assim como contribuir de forma

significativa para a morbidade dos que sobrevivem (XIANG, 1999; PETERS, 1999).

Sao considerados fatores teratogé€nicos, entre outros, o meio hiperglicémico, o
possivel efeito sinérgico dos corpos cetdonicos, inibidores de somatomedinas e,
possivelmente, a relaxina, e uma série de mecanismos pelos quais causam malformagdes

(COSMLI, 1997; PINTER, 1988; REECE, 1988).

As malformagdes causadas pelo diabetes sdo do tipo poligénico, multifatorial e
sua causa exata continua desconhecida. Todos os Orgdos e sistemas podem ser
comprometidos, entretanto o sistema cardiovascular € o tubo neural sdo os sitios mais
freqlientes de anomalias encontradas em filhos de maes diabéticas (PEDERSEN, 1965;

CHO, 2001;; HOSOKAWA, 1996).

Em neonatos € possivel que haja uma hipertrofia cardiaca quando submetidos a
uma gestacado hiperglicémica e um defeito no septo ventricular pode ser um dos sinais mais

visiveis da acdo diabetogénica na gestacao (AERTS, 1990).

Em trabalhos experimentais essas alteracdes também foram observadas onde
crias de maes diabéticas apresentam pesos diferenciados de acordo com a fase em o

diabetes se manifesta, ou seja, quando ele se manifesta no inicio da prenhez geralmente
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nascem ratos de baixo peso e quando hd um diabetes de curta duracdo € possivel que nasca
animais denominados acima do peso. (AERTS, 1990) Em humanos, a macrossomia pode
constituir risco de obesidade na vida futura reforcando assim, a importancia de cuidadoso
controle pré-natal do metabolismo glicidico materno, j& que nao existem malformacdes
caracteristicas nestas criancas, mas defeitos do septo ventricular, uma hipertrofia cardiaca e
também provavel na coluna sacrococcigia sao mais comuns do que em filhos de maes nao
diabéticas. Também relacionadas como anomalias comuns temos anencefalia,

meningomielocele e colo esquerdo curto. (MADSEN, 1992, WALD, 1982).

FELIG (1981) demonstrou que embrides de rato, mantidos em altas
concentracdes de D-glicose, apresentavam defeitos do tubo neural e foi observado que a
insulina ndo tinha potencial teratogénico em embrides de camundongo expostos a elevadas
concentragdes desse hormdnio. Em camundongos foi demonstrado que o 4cido
hidroxibutirico retarda o fechamento do tubo neural e, finalmente, foram demonstrados os

inibidores de somastotina.

Existe acentuada redugdo da incidéncia de malformagdes nos conceptos de
maes diabéticas que participam de programas de contracepcdo antes de engravidarem.
Atualmente, com o controle metabdlico razodvel durante a fase pré-gestacional, resta
avaliar as causas de sofrimento fetal, que € a principal indica¢do de interrupcao prematura

da gestacao em mulheres com diabetes mellitus (PHILIPPS, AF, 1985).

Como ja dissemos a associacdo entre Diabetes melitus e gestacdo € conhecida
tanto na drea clinica quanto na drea experimental. Na drea clinica, alguns estudos sugerem
que a ocorréncia das malformagdes seja na fase pré-gestacional ou na fase de embriogé€nese
precoce (PEDERSEN, 1965).0Outros estudos indicam que este fato esteja relacionado com o
estado metabolico, com um mau controle independente da fase do ciclo gestacional

(BOUCINHAS, 1987).

Em estudos clinicos, mesmo bem controlados, a avalia¢do e correlacdo da fase
da gravidez com a ocorréncia de malformacdes (MF) sdo bastante dificil, pois de um modo
geral, as mulheres iniciam o pré-natal sem que tenham uma boa avaliagdo prévia de seu

estado metabdlico. Em animais de laboratério € possivel simular situagcdes para este tipo de
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avaliacdo com a inducdo diabete mellitus através de Aloxano ou Streptozocin

(FUJISAWA, 2004,YANG,2002).

Todo o empenho cientifico em estabelecer modelos de estudo, tanto quanto
técnicas sdo desenvolvidas com o intuito de buscar caminhos em erradicar ou amenizar o
problema de uma das doengas mais graves do nosso século.(EUROPEAN ASSOCIATION
DIABETES, 2005; LEITER, 2005; BERTRAN, 2001).

O conhecimento sobre modelos de estudo em animais para fins de pesquisa teve
inicio desde os primérdios e ao longo de centenas de anos, muitos registros historicos
apontavam experimentos realizados na Alemanha e na Franca. Rapidamente esse
conhecimento avangou a compreensao em fisiologia animal e comparada sobre todo o

mundo.(COOK, 1965; BLOOMGARDEN, 2005).

H4 150 anos atrds, a maioria dos modelos era desenvolvida e usada para
somente estudar a causa e natureza das doencas humanas. No entanto, hoje sua utilidade é
vasta e € descrito na literatura no minimo quatro grupo de modelo os quais sao classificados
da seguinte forma: Modelo espontineo, negativo, modelos 6rfaos e modelo induzido

(SVENDSEN, 1994; AUGSTEEN, 2000).

Alguns modelos utilizam naturalmente a ocorréncia de variantes genéticas
juntamente com a interferéncia do meio ambiente. O Diabetes, por exemplo, também pode
aparecer em ratos como resultado de uma destruicio auto-imune das células beta na
composi¢do da pré-disposi¢cao genética, em outras palavras , chamamos isso de modelo

espontaneo de diabetes.(UTSUNOMIYA YAMAKAWA, KAMEI, TANAKA, 2005)

Quase o oposto do espontaneo e do modelo induzido, sao os modelos chamados
de negativos, sdo aqueles os quais uma doenca ndo desenvolveria naturalmente na espécie.
O terceiro termo categoriza modelo 6rfao, que descreve uma condicdo que acontece
naturalmente em uma espécie, mas que nao t€m relacdo intima e nem foi descrita ainda em
humanos, Exemplos sao doenca de Marek, Papillomatosis, e encefalopatia espongioforme

bovina (BSE), a denominada “doenca da vaca louca"( SVENDSEN, 1994).
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Os modelos induzidos sdo imagens na qual a condi¢do a ser investigada é
induzida experimentalmente. (Por exemplo, a indu¢do do Diabetes mellitus com aloxano
ou a estreptozotocina). A Estreptozotocina é uma droga de nitrosoamido que t€m sido usada
para produzir diabetes em modelos experimentais. Em ratos a estreptozotocina € citotéxica
para as células beta pancredticas e uma tunica dosagem corporal de 20 a 250mg/kg
intraperitonial € capaz de induzir diabetes em ratos, pois ela é capaz de cessar a fungdo da
ilhota pancredtica, eventualmente morte celular e diabetes. Dentro do estudo do Diabetes
experimental € um dos modelos mais usados, mas ndo o unico como ji foi
abordado.(SVENDSEN, 1994; AUGHSTEEN, 2000; LUCA, KOWALSKI, ZHANG,
ELMQUIST, 2005).

Se falarmos sobre modelos espontineos que sofrem influéncia do meio onde
vivem, podemos citar, por exemplo, animais que crescem em cativeiro dentro de uma
alimentacdo rica em carboidratos e que podem se tornar obesos. Muitas vezes, a
suscetibilidade genética contribui também para o desenvolvimento a intolerancia aos
carboidratos e ao diabetes. A Hiperglicemia € o resultado de uma disparidade entre a
resisténcia a insulina e a capacidade que a célula beta tem de secretar insulina. Na maior
parte dos modelos descritos, a obesidade e a resisténcia a insulina sdo primeiramente
fatores determinantes para o desenvolvimento da hiperglicemia. (KYLE, 1963;

MORAN, 2004; BERTRAN, 2001; HALES, BARKER, 2001).

Assim, para acompanhar o desenvolvimento fetal associado ao diabetes,
diversos animais de laboratério vém sendo estabelecidos. Eles precisam reproduzir
adequadamente todas as fases da doenca, a semelhanca do que acontece com as formas
anatomoclinicas humanas. Até o momento, a linhagem Wistar tem-se mostrado como um
bom modelo para o estudo da histdria natural do diabetes. Os modelos adequados sdo
aqueles em que a inducdo do estado hiperglicémico € feita com a administracao de Aloxano
ou estreptozocina. Em relacdo ao diabetes em fémeas prenhes, a literatura também se utiliza

essa forma de indu¢do.(KHRAIBI, TANG, 2004; ELSNER, 2001).

Nao existem mais dividas que a assisténcia reprodutiva da mulher com diabetes
deve ter inicio na fase em que a gestacdo estd sendo planejada. Para tanto, sdo necessarios

programas de assisténcia que incluam o planejamento familiar sob controle estrito,
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aconselhamento reprodutivo e talvez, principalmente um trabalho profildtico para evitar a
manifestacdo diabetogénica. Para esse fim, novas diretrizes vém sendo estabelecidas no
mundo a fim de garantir um melhor tratamento e profilaxia da doenca. A Associagcdo
Européia para o estudo de Diabetes, A Federagdo Internacional (IDF) e especialistas de
todo mundo, incluindo representantes em diferentes conjunturas, langou em setembro de
2005 a primeira diretriz global para novos padrdes ao atendimento, objetivando reduzir as
complicacdes que ameacam a vida. Segundo a Global Guideline, a manuten¢do dos niveis
de glicose sangiiinea (HbAlc) deve estar abaixo de 65% para minimizar o risco do
desenvolvimento das complicacdes, e o suporte base desta diretriz € através da educacdo do
paciente, automonitora¢do dos niveis de glicose e utilizacdo constante de comprimidos e

insulina para que os niveis almejados sejam alcancados (BLOOMGARDEN, 2005).

Tanto em nosso pais como em centros de referéncia no exterior, equipes se
especializam neste tipo de atendimento e mostram bons resultados, tais como redugao
acentuada das patologias fetais e neonatais, além de diminui¢do das complicacdes maternas

atribuiveis ao diabetes (BERTINI, CAMANO, DELASCIO,1984).

Introdugdo
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Objetivo geral

Avaliar o efeito do Diabetes Mellitus nas fase pré-gestacional e gestacional em

ratas da linhagem Wistar e seus conceptos

Objetivos especificos

1-Comparar as diferencas na glicemia de ratas da linhagem Wistar com
Diabetes Mellitus induzidas nas fases pré-gestacional e gestacional com

controles sem a doenga.

2- Comparar o tempo de acasalamento de ratas da linhagem Wistar com
Diabetes Mellitus induzidas nas fases pré-gestacional e gestacional com

controles sem a doenga

3-Comparar as diferengas no peso corpéreo de ratas da linhagem Wistar com
Diabetes Mellitus induzidas nas fases pré-gestacional e gestacional com

controles sem a doencga

4-Comparar o tamanho das ninhadas de ratas da linhagem Wistar com Diabetes
Mellitus induzidas nas fases pré-gestacional e gestacional com controles sem

a doenca

5-Comparar as diferencas no peso corporal total dos conceptos de ratas da
linhagem Wistar com Diabetes Mellitus induzidas nas fases pré-gestacional

e gestacional com controles sem a doenca

6-Comparar as diferencas no peso do coracdo dos conceptos de ratas da
linhagem Wistar com Diabetes Mellitus induzidas nas fases pré-gestacional

e gestacional com ratas controles sem a doenca

7- Avaliar a correlagdo do valor glicémico de ratas da linhagem Wistar com
Diabetes Mellitus induzidas nas fases pré-gestacional e gestacional com o
tempo de acasalamento , peso das ratas, tamanho da ninhada e peso corpdreo

total e do coracao dos conceptos.

Objetivos
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Foi realizado um estudo analitico longitudinal e foi medido os tempos distintos
entre os grupos através da comparagdo transversal com base nos experimentos com ratas
da linhagem Wistar para avaliar o efeito do Diabetes Mellitus nas fase pré-gestacional e

gestacional e nos seus conceptos.

Calculo amostral

Para fins de calculo amostral foi utilizado as diferencas entre médias do peso do
corpo dos conceptos e do coragdo nos grupos para estudo analitico com variavel
quantitativa. Foi fixado o nivel de significancia em 5% e o poder do teste por 90%(c =10%)
e o valor do desvio padrao do grupo controle. Considerando uma diferenga de 0,8 para o
tamanho do concepto e 0,008 para o tamanho do coracdo ao e o céalculo mostrou a

necessidade de 3 ratos em cada grupo.

Casuistica e critérios e procedimentos para seleciao de sujeitos:

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Investigacdo Cirtrgica do Trauma
pertencente ao Nucleo de Cirurgia e Medicina Experimental e no Laboratorio de Cirurgia
Fetal pertencente a Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP durante o periodo de
outubro de 2004 a julho de 2005.

Foram utilizadas 16 ratas férteis da linhagem Wistar provenientes do Biotério
central da UNICAMP acompanhadas antes e durante o processo gestacional e distribuidas

em 3 grupos experimentais:
a) Grupo 1(Controle): Ratas maes sem diabetes com 60 dias de vida (n=04)
b) Grupo 2: Ratas maes com Diabetes induzido na fase pré- gestacional (n=06)

¢) Grupo 3: Ratas maes com Diabetes induzidas durante a gestagdo ( n=00)

Material e Métodos
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As ratas foram alimentadas com racdo comercial para ratas adultas
suplementada para gestacdo sob a condi¢do padronizada de iluminacao (ciclo claro/escuro
12 horas) e temperatura de 22+2°C. Durante todo o periodo experimental tiveram livre
acesso 4 agua e as respectivas dietas. Todas ratas foram mantidas por 2 semanas no
biotério para adaptacdo as condicdes climaticas e dietéticas, bem como, até completarem

idade adequada para o experimento (60 dias)
Variaveis:
Variavel independente

Glicemia materna: definido através da dosagem da glicemia no sangue das

ratas mae apods indugdo pela estreptozotocina. A variavel foi considerada continua.

Variaveis dependentes

- Tempo de acasalamento: definido como tempo médio de aceite da copula e

fertilizagdo ap6s contato com o macho. Considerado como categoria continua.

- Peso materno: definido como o peso corporal materno realizado em balanga
analitica Screen de 5g de aproximagdo, no inicio ¢ ao termino da prenhez.

Considerado como categoria continua.

- Numero da ninhada: definido como o numero de filhotes nascidos vivos de

cada prenhez. Considerado como categoria continua.

- Peso corporal total do concepto: definido como peso corporal dos conceptos
em balanca analitica sreen ao término da prenhez. Considerado como

categoria continua.

- Peso do coracao do concepto: definido como peso cardiaco dos conceptos em
balanca analitica screen de 5g de aproximagdo ao término da prenhez.

Considerado como categoria continua.

Material e Métodos
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Procedimentos do experimento

Para a inducdo do Diabetes foi usado uma solucgao de estreptozotocina (STZ)na
dose de 65 mg/kg dissolvido em solugdo de citrato de sédio 1M com PH 4,4 diluindo na
hora de inocular (Laboratorio Simiens —SP) e aplicado intraperitonialmente. A aplica¢des

foram feitas em até trés vezes dependente do diagndstico.

No grupo 1 (controle) foi aplicado trés doses de solugdo tampdo em forma de
placebo. No grupo 2 foi aplicado o STZ antes da copula, pois, somente depois de detectado
o diabetes, ¢ que elas eram colocadas com o macho para o cruzamento. Ja no grupo 3 as
ratas foram cruzadas primeiramente e somente 24 horas depois receberam a dosagem de
STZ. Se acaso na segunda semana o grupo ainda nao fosse identificado como diabético,

esse teria uma terceira inducdo até alcancgar a hiperglicemia.

A avaliacdo da glicemia foi realizada nas ratas adultas para se ter o diagndstico
Diabetes Gestacional durante o periodo das manhas (entre 7 e 8 horas da manha) 24 horas
depois de cada indugdo , onde coletamos o sangue via caudal e sua leitura foi feita pelo
Glicosimetro Clia-Screen onde a fita fornecia o percentual doente/sadio. Adaptando o
método de Somogyi-Nelson com intervalo de confianca de 91,5+ 21,5mg/100ml e usando o
grupo controle como referéncia, eram consideradas diabéticas as ratas cuja glicemia
pos-prandial de 3 horas era de > 140 mg/dl. A glicose do sangue materno também foi

determinado nos dias 7, 14, e 20 de prenhez.

Em relagdo a prenhez, o ciclo de reproducdo (Estral) das fémeas foi induzido
através da urina do macho Wistar, ou seja, coletamos um pouco de maravalha imida com
urina do macho e colocamos na gaiola das fémeas até 72 horas antes da copula. O sistema
de cruzamento utilizado foi o tipo harém (1 macho para 3 fémeas) e posteriormente foi

realizado o “esfregaco vaginal”, que foi realizado em tempos diferentes, dependente do

grupo.

- Grupo pré-gestacional: confirmado o diabetes, as ratas eram alocadas com o
macho. A fémea foi testada para a presenca de esperma na vagina no proximo
dia depois de estar aproximadamente de 12 a 16 h na mesma caixa com o rato

procriador macho Wistar.

Material e Métodos
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- Grupo gestacional: apds o estro induzido, as ratas eram alocadas com o
macho. A fémea foi testada para a presenca de esperma na vagina no
préoximo dia depois de estar aproximadamente de 12 a 16 h na mesma caixa
com o rato procriador macho Wistar e s6 depois de 24 horas era aplicada a

injecao de STZ.

Dessa forma, as ratas eram manualmente seguradas e era inserida uma pipeta
com uma solugdo fisiolégica em forma de suc¢ao na vagina delas, com o intuito de coletar
o muco vaginal. Feito isso era preparado a lamina para observar as células espermaticas do
macho através do microscopio Optico. A presenga de espermatozoides indicou o primeiro
dia de gravidez (dia zero). Confirmado a gravidez, foi observado o comportamento das

ratas.

Quanto ao peso, foi acompanhado sua curva desde o primeiro dia de
experimento até o dia da cesarea, no entanto, escolhemos 2 intervalos para sua analise final,

o primeiro dia apds a indugao da droga e o peso medido no dia da cesarea.

Foi escolhida a cesarea no dia que antecede o parto das ratas wistar (20° dia)
(pelo fato de evitar o canibalismo por parte das ratas maes diabéticas), e entdo as ratas
prenhes foram anestesiadas com Ketamina (50 mg/kg) e Xylazine (10mg/kg) e foram
colocados em tabua cirurgicas para retirada dos filhotes. Todas as ratas foram eutanaziadas
por decapitacdo ao término da experiéncia enquanto estavam mantidas pela anestesia. Este

método de eutanasia é consistente com as recomendacdes do Painel em eutanasia da

Associagdo de pesquisa e ética animal.

Apo6s o nascimento dos ratos, estes foram separados em cubas e identificados
por etiquetas. Apo6s a identificacdo, foi medido o peso corporal total em balanca analitica e
posteriormente foram eutanaziados por decapita¢do e foi realizadas abertura tordcica para
retirada do coracdo. O coracdo foi condicionado em placas de petri e pesamos na balanca

analitica.

As ratas que evoluiam para o 6bito, quando nao conseguiamos induzir diabetes,
prenhez ou quando desrespeitavam os critérios em cada grupo ao qual foi inicialmente

alocada foi retirado do estudo.

Material e Métodos
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Todas as informagdes necessarias ao estudo foram anotadas em planilha

especificas e foram inseridos em banco de dados construido para serem processados.

Analise dos dados

Para descrever o perfil da amostra segundo as varidveis em estudo, foram feitas
estatisticas descritivas das varidveis continuas com valores de média, desvio padrido,

valores minimo, maximo e mediana.

Para analisar a evolu¢do dos pesos e das glicemias entre os tempos e entre os
grupos foi utilizada a Analise de Variancia para medidas repetidas (ANOVA for repeated
measures). Na comparagdo entre os grupos em cada tempo foi utilizado o teste de Tukey, e
na comparagdo das medidas entre os tempos para cada grupo foi utilizado o teste de perfil
por contraste. Para comparar as varidveis medidas num tnico tempo foi utilizada a Andlise

de Variancia simples (ANOVA One-Way), com teste post-hoc de Tukey.

Para analisar a relagdo entre as variaveis numéricas foi utilizado o coeficiente
de correlagdo de Pearson. As variaveis sem distribuicdo Normal foram transformadas em

logaritmo (log;o) para os testes estatisticos.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,

p<0.05.

Aspectos Eticos

Como preconiza o titulo 1 da secdo 1 da UNESCO (1978), do COBEA —
Colégio Brasileiro de experimentacdo animal e sob as normas de ética desta Universidade,

este projeto foi aprovado sob protocolo 608-1 da Comissdo de ética e experimentagao

animal do CEEA-IB da UNICAMP.

Material e Métodos
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ANALISE DESCRITIVA
Glicemia

Foi observado que em todas as ratas induzidas foi possivel reproduzir a doenca
sendo que a glicemia no grupo controle teve uma média de 92 + 6mg/dl, o grupo
pré-gestacional com 396 +142mg/dl e o grupo gestacional com valores médios de

387 + 131mg/dl. (TABELA 1, GRAFICO 1).

Para andlise da glicemia foi dividido o periodo estudado em dois intervalos: o
primeiro medido foi a glicemia 24 horas apds a primeira indu¢do da estreptozotocina ou
solucdo tampao, como foi o caso do grupo controle e o segundo intervalo foi a glicemia

coletada no dia da cesarea.

Tabela 1- Acompanhamento da glicemia(mg/dl) de ratas prenhes da linhagem Wistar nos

grupos controle, pré-gestacional e gestacional

Grupos N Média DP Minimo Mediana Maximo
Controle Inicial 4 75.00 7.66 65.00 77.00 81.00
Controle Final 4 92.75 6.18 85.00 93.00 100.00
PG Inicial 6 316.00 38.57 266.00 314.00 375.00
PG Final 6 396.83 142.01 243.00 385.50 600.00
G Inicial 6 78.50 5.72 71.00 77.50 87.00
G Final 6 387.00 131.14 200.00 441.00 500.00

DP= desvio padrdo G=gestacional PG=pré-gestacional
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Grafico 1- Acompanhamento da glicemia(mg/dl) de ratas prenhes da linhagem Wistar nos

grupos controle, pré-gestacional e gestacional.

Tempo de acasalamento

O tempo de acasalamento foi maior grupo pré-gestacional com 20 dias para que

a fémea aceitasse a copula ou implante.(TABELA 2, GRAFICO 2).

Tabela 2- Tempo de acasalamento (dias) das ratas da linhagem Wistar nos grupos controle,

pré-gestacional e gestacional

Grupos N Média DP Minimo Mediana Maximo

Controle 4 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
PG 6 20.83 10.48 1.00 24.00 28.00
G 1.67 0.52 1.00 1.00 2.00 2.00

DP= desvio padrao
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Grafico 2- Tempo de Acasalamento (dias)das ratas da linhagem Wistar nos grupos

controle, pré-gestacional e gestacional

Peso corporal das ratas

As ratas diabéticas induzidas antes da gestacdo ndo tiveram um ganho de peso

esperado com sinais visiveis de desidratacdo e aumento no consumo de dgua. Foi observado

que a evolugdo do peso materno do grupo controle e do grupo gestacional foram

semelhantes e que o grupo pré-gestacional ndo ganhou peso significativo durante a

gestacdo. (TABELA 3, GRAFICO 3).

Tabela 3- Acompanhamento do ganho de peso gestacional (g/kg) das ratas Wistar nos

grupos controle, pré-gestacional e gestacional

Grupos N Média DP Minimo Mediana Maximo
Controle Inicial 4 198.25 9.17 190.20 195.85 211.10
Controle Final 4 251.25 15.20 238.00 247.00 273.00
PG Inicial 6 189.93 38.51 136.00 188.05 240.00
PG Final 6 195.32 35.73 141.00 194.70 248.00
G Inicial 6 194.02 11.42 175.30 199.50 204.00
G Final 6 251.50 25.74 230.00 243.00 297.00

DP= desvio padrao
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Griafico 3- Acompanhamento do ganho de Peso Gestacional (g/kg)das ratas Wistar nos

grupos controle, pré-gestacional e gestacional

Tamanho da ninhada (Nimero de conceptos por rata)

Quanto ao nimero de conceptos por parto, 0 menor encontrado foi no grupo
pré-gestacional com uma média de 3.50+3.39 sendo que o controle teve uma média de 7.25
+2.63. Estes dados indicam que os neonatos de maes pré-diabéticas tiveram uma média
menor da ninhada quando comparado ao grupo controle e também ao grupo gestacional

(TABELA 4, GRAFICO 4).

Tabela 4- Numero de filhotes nascidos vivos das ratas induzidas pela estreptozotocina nos

grupos controle, pré-gestacional e gestacional

Grupos N Média DP Minimo Mediana Maximo

Controle 4 7.25 2.63 5.00 6.50 11.00
PG 6 3.50 3.39 0.00 3.00 8.00
G 6 4.33 4.18 1.00 2.50 11.00

DP= Desvio padrao
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Grifico 4- Numero de filhotes nascidos vivos das ratas induzidas pela estreptozotocina nos

grupos controle, pré-gestacional e gestacional.

Peso dos conceptos

Os neonatos do grupo gestacional foram os ratos com maior peso corporal
encontrado e os neonatos do grupo pré-gestacional foram os ratos com menor peso
corporal. A base da normalidade em relacdo a medida peso ao nascer foi evidenciada pelo

grupo controle (TABELA 5, GRAFICO 5).

Tabela 5- Peso corporal total dos neonatos(g/kg) de ratas induzidas pela estreptozotocina

nos grupos controle, pré-gestacional e gestacional

Grupos N Média DP Minimo Mediana Maximo
Controle 4 3.96 0.30 3.65 3.97 4.22

PG Final 6 223 0.39 1.83 223 2.65
G Final 6 6.01 1.42 4.04 6.09 7.75

DP= desvio padrao
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Grafico 5- Peso corporal total dos neonatos(g/kg) de ratas induzidas pela estreptozotocina

nos grupos controle, pré-gestacional gestacional.

Peso do coracao

Os neonatos do grupo gestacional foram os ratos com maior peso cardiaco
encontrado e os neonatos do grupo pré-gestacional foram os ratos com menor peso
cardiaco. A base da normalidade em relacio a medida peso cardiaco ao nascer foi

evidenciada pelo grupo controle (TABELA 6, GRAFICO 6).

Tabela 6- Peso do coracgdo total dos neonatos(g/kg)de ratas induzidas pela estreptozotocina

nos grupos controle, pré-gestacional e gestacional

Grupos N Média DP Minimo Mediana Maximo

Controle 4 0.037 0.003 0.034 0.037 0.042
PG 6 0.018 0.007 0.012 0.018 0.025
G 6 0.055 0.013 0.037 0.057 0.068

DP= desvio padrao
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Grafico 6- Peso do coracdo total dos neonatos (g/kg) de ratas induzidas pela

estreptozotocina nos grupos controle, pré-gestacional e gestacional.

ANALISE COMPARATIVA E EVOLUTIVA

A avaliagdo estatistica da glicemia e peso da rata foi realizada levando-se em
consideragdo os trés grupos de maneira transversal e os dois tempos de forma longitudinal,
antes e no final do experimento. O efeito da interacdo entre os grupos em relagdo ao tempo
foi estatisticamente significativo tanto para glicemia quanto para o peso da rata, 0 mesmo
ocorrendo para a comparacao entre os tempos. Na comparagdo com entre oS grupos apenas

a glicemia foi estatisticamente significativa (TABELA 7).

Tabela 7- Comparagcdo entre grupos controle, pré-gestacional e gestacional e entre os

tempos, inicio da gestacao e dia da cesdrea.

Variavel Comparacio Comparacao Efeito da Interaciao

Dependente entre Grupos entre Tempos Grupo x Tempo

Glicemia Rata (log;p) ~ F213=58.69; p<0.001°  F; ;3=82.35; p<0.001°  F,,3=43.68; p<0.001 "

Peso Rata F(2’13)=3.17; p=0076 F(1,13)=37.87; p<0.001 a F(2,13)=7.85; p=0.006 2
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Na comparagdo entre os grupos foram significativas as diferengas do tempo de

acasalamento, para peso do corpo do concepto e peso do coragdo (TABELA 8).

Tabela 8- Comparacdo entre grupos controle, pré-gestacional e gestacional e para as

variaveis estudadas

Variavel Dependente

Comparacio entre Grupos

Tempo de acasalamento (log10)
Ninhada
Peso Corpo concepto

Peso Coragdo concepto

F,13=15.30 p<0,001

F(2’13):1 39, p:O 284

F(z’] 1)=17.82; p<0. 001°

F(2.13=17.08; p<0. 001 ¢

ANALISE DE CORRELACAO ENTRE A GLICEMIA FINAL E AS VARIAVEIS

ESTUDADAS

Tempo de acasalameto

Para andlise de correlacdo entre Tempo de acasalamento e glicemia final

estudadas, observou-se ndo ter havido diferenca significativa no grupo gestacional e no

controle, ja no grupo pré-gestacional foi observado um tempo significativo para que as

fémeas desse grupo aceitassem a copula (TABELA 9).

Tabela 9- Correlacdo entre a glicemia final (mg/dl) das ratas prenhes e o tempo do

acasalamento(d) da rata nos diferentes grupos estudados

Grupos N r p

Controle 4 0.00000 1.0000
PG Inicial 6 0.96382 0.0019

G Final 6 -0.50632 0.3054
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Peso da rata

Para andlise de correlag@o entre peso(g/kg) e glicemia final(mg/dl) estudadas,
observou-se ndo ter havido diferencga significativa no grupo pré-gestacional, ou seja nao foi
observado ganho de peso quando comparado ao ganho de peso significativo que o grupo

gestacional teve (TABELA 10).

Tabela 10- Correlacdo entre a glicemia final das ratas prenhes e o peso da rata nos

diferentes grupos estudados.

Grupos N r p
Controle 4 0.73861 0.2614
PG Inicial 6 0.28261 0.5874
G Final 6 -092821 0.0075
r=coeficiente de correlacdo de Pearson; p=p-valor; n=nimero de animais. @ PG=pré gestacional

G=gestacional

Tamanho da Ninhada

Quanto a andlise entre nimero de filhotes e a influéncia que a glicemia exerceu
sobre a ninhada somente houve correlacio significante no grupo pré-gestacional , ou seja,

menor nimero de filhotes conforme a glicemia materna p<0,05 (TABELA 11).

Tabela 11- Correlagdo entre nimero de filhotes e glicemia final das ratas prenhes induzidas

Grupos N r p

Controle 4 0.91664 0.0834
PG 6 -0,96082 0.0023

G Final 6 -0,99121 0.0001

“~* r=coeficiente de correlagcdo de Pearson; p=p-valor; n=ntiimero de animais.
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Peso do concepto

Quanto a andlise entre peso corporal dos filhotes e a influéncia que a glicemia
exerceu sobre eles houve correlacdo significante apenas no grupo gestacional, ou seja,
menor ndimero de filhotes conforme o aumento da glicemia materna neste grupo

(TABELA 12).

Tabela 12- Correlacdo entre Peso corporal neonatal e glicemia final das ratas prenhes

induzidas
Grupos N r p
Controle 4 0.7385 0.2614
PG 6 -0,06820 0.9318
G Final 6 0,92684 0.0078

* r=coeficiente de correlagdo de Pearson; p=p-valor; n=ntimero de animais.

Peso do coracao

Quanto a andlise entre peso cardiaco dos filhotes e a influéncia que a glicemia
materna exerceu sobre o aumento neonatal (hipertrofia cardiaca) houve somente correlagio
significativa no grupo gestacional, ou seja, maior peso cardiaco dos neonatos conforme o

aumento da glicemia materna (TABELA 13)

Tabela 13- Correlacdo entre Peso cardiaco neonatal e glicemia final das ratas prenhes

induzidas
Grupos N r p
Controle 4 0,53717 0.4628
PG 6 0,15202 0,8480
G Final 6 0,92048 0.0092

* r=coeficiente de correlagdo de Pearson; p=p-valor; n=ntimero de animais.
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Em ratos a estreptozotocina é citotoxica para as células beta pancredticas e uma
unica dosagem corporal de 200 a 250mg/kg intraperitonial é capaz de induzir diabetes em
ratos sendo capaz de cessar a funcdo das ilhotas pancreéticas, eventualmente morte celular

e diabetes.(LEITER,2005;LEE,2005).

A literatura alerta que multiplas e baixas doses da droga pode se mostrar mais
eficaz e que até 4 dosagens de 40mg/kg de forma intraperitonial causa um estado
hiperglicemico (AUGSTEEN,2000). No inicio do estudo montamos um projeto piloto no
qual testamos 3 diferentes dosagens para confirmar qual seria mais adequada para nosso
objetivo. Na primeira inducdo usamos a dosagem que a literatura recomenda que é de
40mg/kg em até 4 injecOes € ndo tivemos resposta até a 3" dose. Esse fato se tornou
limitante para nosso modelo de estudo ja que pretendiamos estudar o efeito do diabetes
durante a gestagcdo da linhagem Wistar que € de 22 dias aproximadamente. Desta forma, a
gestacdo das ratas ja estaria no final do ciclo e o diabetes ainda ndo seria induzido, em
outras palavras, esse protocolo ndao foi adequado para nosso trabalho. Dessa forma

aumentamos a dosagem até obter o efeito desejado.

A dosagem aplicada no nosso protocolo foi de 65mg/kg sendo essa diluida em
uma solu¢do tampdo com pH 4.4, sendo esse fator dcido importante na eficicia e
potencializacdo da droga. Uma vez induzido a doenca, acompanhamos o estado glicémico
das ratas e constatamos as caracteristicas tipicas do diabetes gestacional em ratas Wistar .
Em relacdo a glicemia inicial observarmos maior hiperglicemia no grupo que foi induzido
na fase pré-gestacional, j4 que nesse grupo o efeito da droga estreptozotocina que causa o
diabetes nao sofre interferéncia de alteracdes metabdlicas da gravidez como ocorre no outro
grupo gestacional. Isso significa que ndo € somente o diabetes que interfere na gestacdo,

mas que a gestagdo também interfere no estado diabético(LAUN,1993).

Segundo a literatura a suscetibilidade para um animal desenvolver o diabetes
induzido depende do sexo, da linhagem e principalmente do seu estado metabdlico, que
como sabemos, na gestacio esse mecanismo € alterado, os hormoénios sofrem modificagoes
bem como a acdo das células beta pancredticas da mae que tem maior atividade insulinica

para promover maior atividade metabdlica fetal e no caso de uma mae diabética as
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flutuagdes glicEmicas demonstraram ser mais freqiientes no grupo pré-gestacional que no

grupo gestacional. (MERZOUK, 2000).

Embora ndo seja o objetivo deste estudo, acompanhamos por 70 dias as
caracteristicas que o diabetes causou em 3 das ratas diabéticas ndo prenhes e que ndo foram
incluidas em nenhum grupo deste estudo. No entanto, observamos a manifestacao dos
sintomas do diabetes. Uma das caracteristicas mais aparentes da doenca foram as alteracdes
da epiderme, atrofia na producao de pé€los, alteragdes cutineas com manchas vermelhas no
corpo, opacificacdo do globo ocular acompanhada por uma suposta perda gradual da

acuidade visual.

Provavelmente essa opacificacdo foi causada por alteracdes osmdticas
conseqiiente as flutuacdes freqiientes da glicemia.(BAKER, 1979) Os pélos tornaram-se
mais finos, descamados e fracos. A diminui¢cdo progressiva da irrigacdo sanguinea da pele
pode levar a um grau varidvel de alteracdes que modificam a estrutura do tecido epitelial e
conjuntivo, sendo esse fato observado quando faziamos a coleta de sangue e as veias

caudais das ratas se tornavam dificeis de ser visualizadas. (ELSNER, 2000).

Uma vez estabelecido o protocolo de indugdo do diabetes tinhamos como
objetivo secunddrio induzir a prenhez nas ratas diabéticas, que segundo a literatura parece
estar reduzida a fertilidade da fémea em estado hiperglicémico (FUSISAWA,2004) De
fato, em nosso grupo pré-gestacional pudemos evidenciar através da andlise descritiva o
que diz a literatura a respeito da fertilidade das fémeas, isso porque em 3 ratas do grupo
pré-gestacional ndo conseguimos induzir a prenhez, sendo estas, desta forma, excluidas do
grupo. J4 nas 6 ratas do grupo pré-gestacional deste estudo evidenciamos um atraso no
acasalamento num tempo médio de até 20 dias para que encontramos zodide positivo no
muco vaginal das ratas, isso quando comparado ao controle que normalmente acontece a
cOpula 24 horas apds a indugdo do ciclo estral. Na andlise comparativa a diferenca foi
significativa no grupo pré-gestacional e para a correlacio com a glicemia houve maior
tempo de acasalamento nas ratas com maior glicemia, ou seja, no pré-gestacional. Este
achado estd de acordo com a literatura onde estudos demonstram que existe uma
dificuldade de prenhez em certos animais diabéticos, pois o estado hiperglicEmico pode

diminuir a fertilidade e/ou o aceite da cépula por parte da fémea. Da mesma forma, é
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observado que a funcdo sexual das mulheres pode ser afetada pelo Diabetes nao tratado.

Nesse caso a fertilidade também esta reduzida (FUSIJAWA, 2004).

Em relacdo ao peso corporal, o efeito da interacdo entre os grupos em relagcdo
ao tempo de foi significante, pois as ratas do grupo se comportaram de maneira distinta. No
entanto a comparagdo entre os grupos nao foi significativa pois as ratas do grupo pré-
gestacional ndo estiveram passando da media de 189g para 195 g ao fim da gestagdo.
Nesse grupo observamos sinais visiveis de desidratacdo. No grupo gestacional ocorreu um
maior ganho de peso, semelhante ao controle. No entanto a glicemia influenciou esse ganho

de maneira significante, ou seja, quanto maior ganho maior a glicemia.

Em relacdo ao tamanho da ninhada ndo houve diferenga entre os grupos embora
fosse observado que o grupo pré-gestacional foi o que apresentou em media 0 menor
numero de filhotes. Esse fato ainda que ndo significativo foi influenciado pela glicemia e
quanto maior era a glicemia, menor era o numero de filhotes como foi observado na anélise
descritiva. Foi observado ainda nesse grupo sinal visivel de desidratacdo e aumento no
consumo de agua. Estes resultados apdéiam a proposta previamente introduzida que em
organismos diabéticos antes da prenhez a perda de peso pode estar relacionado com a
desidratacdo diabética associada a descompensac¢do de reserva. O Inverso foi observado no
grupo gestacional que frente ao aumento da glicemia era observado ganho de peso tanto

quanto normal o peso do grupo controle.

Foi observado através da andlise descritiva e comparativa que mudancas no
valor glicémico a partir da fase gestacional produzem efeitos significantes no peso corporal
dos neonatos, quando comparado com filhos de ratas sem diabetes. Os resultados do
presente estudo demonstrou que hd um aumento do peso corporal no grupo gestacional de
forma significativa, o qual € classificado na literatura como macrossomico. O Inverso foi
observado nos neonatos do grupo pré-gestacional que nasceram com baixo peso corporal,
também conhecido com RNBP, porém nesse grupo e no grupo controle ndo apresentaram
valores significativos na anélise comparativa e na correlagcdo com glicemia. Em resumo, o

nivel de glicemia alterou o resultado de maneira significativa apenas no grupo gestacional.
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Estes dados sugerem que os neonatos de maes pré-diabéticas no que diz
respeito a etiopatogenia e a etiologia € devido ao hiperinsulinismo fetal secundario aos
prolongados estimulos pré-natais as ilhotas de Langherans, como resultado da
hiperglicemia materna, que facilmente atravessa a placenta. E bom lembrar que mesmo
uma diabética bem controlada pode, intermitentemente, atuar como uma bomba de altos
niveis de glicose para o feto (COWETT, 1981). Uma vez ligado ao corddo e
consequentemente, deixando de receber passivamente glicose através dos vasos funiculares,
ha uma diminuicdo de estimulos as células beta das ilhotas de Langherans. Contudo, a
normaliza¢do da produgdo de insulina ndo € tdo imediata. Segundo alguns autores, leva

aproximadamente de 8 a 24 horas em humanos. (COWETT, 1981; WALD, 1982)

Assim, mesmo nas primeiras horas de vida hd uma despropor¢ao entre insulina
produzida e glicose sangiiinea. A insulina estd em niveis mais altos do que nos RN de
gravidas ndo diabéticas: a glicose, além de ser facilmente consumida por aquela tem oferta
nula, pela supressdo de fonte materna e pelo jejum inicial e rotineiro a que se costuma
deixar os RN. No entanto, o que foi observado nos RN pequenos para a idade gestacional €
que possivelmente eles nao t€ém armazenamento de glicogénio adequado, outros o t€ém e
que talvez af estivesse em jogo apenas em defeito enzimdtico: um retardo desenvolvimento
de uma enzima reguladora da gliconeogénese. Uma outra hipdtese aventada é um relativo
hiperinsulinismo decorrente de uma desproporcdo entre pancredtico adequadamente
desenvolvido e tecido muscular e adiposo pobremente desenvolvido ou ja consumido pela
desnutri¢do cronica. Ha ainda a possibilidade de que o RN desnutrido que encontramos
tenha uma certa inabilidade para utilizar o armazenamento miocdrdio de glicogénio,
durante e imediatamente apds o parto. Isso explicaria a maior incidéncia de baixo peso

quando comparados a RN do grupo controle com peso superior.(WALD, 1982)

Em relagcdo ao Peso cardiaco dos neonatos observamos que mudancas no valor
glicémico a partir da fase gestacional produzem efeitos significantes no peso do coragdo,
tanto na analise descritiva, comparativa e correlacdo foi observado significancia apenas no
grupo gestacional. Os resultados do presente estudo demonstraram que hd um aumento do
peso cardiaco neonatal no grupo gestacional, o qual é classificado na literatura como

hipertrofia cardiaca ou miocardiopatia do recém-nascido.
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De maneira geral, conseguimos mais respostas no grupo gestacional e nao no
grupo pré-gestacional. A hipéotese aventada para esse fato é que no diabetes de curta
duragdo (diabetes gestacional), o recém nascido apresenta um aspecto peculiar, em geral
sdo grandes, acima do peso, é observado hepatoesplenomegalia e cardiomegalia, muitas
vezes acompanhado de miocardiopatia cardiaca. J4 no recém nascido de longa duragdo
(pré-gestacional) é observado malformagdes cardiacas dificeis de serem diagnosticadas no
inicio da vida, principalmente defeitos do septo ventricular e no sistema nervoso. O
objetivo posterior deste estudo € analisarmos a histologia cardiaca desses grupos e

investigarmos a presenca e auséncia dessas malformagdes nesses individuos.

Em resumo, o rato podera vir a ser o modelo ideal para o estudo de mecanismos
fisiolégicos intimos responsdveis pelas reacdes locais e gerais, frente ao aumento da
glicemia, quer sejam aquele induzido na fase pré-gestacional, quer sejam aqueles induzidos
na fase gestacional. . Ainda mais, a partir desses estudos, serd possivel compreender os
mecanismos que levam a macrossomia fetal, hiperinsulinismo € mesmo o nimero crescente
de abortos. A hiperglicemia observada nas ratas pré-gestantes talvez seja o fator
patogenético mais importante para entender melhor a patofisiologia da doenca. Suas
modificagdes sdo constantes dindmicas e dependem de vdrios estimulos fisioldgicos,
homeostiticos e da variacdo glicemica. E ficil perceber as alteragdes do volume do coragio
e do peso corporal dos filhos de maes diabéticas em conseqii€ncia da expressao quantitativa
e qualitativa alterada da matriz extracelular com o aumento de reserva glicémica por parte
da mae. Até o momento, no entanto, os mecanismos que regulam esse mecanismo fetal sdo

pouco compreendidos.

Tendo em vista o transtorno que o diabetes gestacional pode causar as mulheres
e aos seus filhos, principalmente aquelas que tem histdria pregressa familiar ou sofrem de
obesidade, este trabalho visou entender os mecanismos fisioldgicos de modo que possa nao
sO contribuir a literatura cientifica , bem como incentivar novos trabalhos e propostas de

tratamento a partir do modelo proposto.
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1- Houve diferencas significativas da glicemia entre os grupos, sendo o grupo

pré-gestacional com maior glicemia.

2- Quanto ao tempo de acasalamento foi observado maior tempo no grupo

pré-gestacional frente ao aumento da glicemia
3- O Ganho de peso materno foi significativamente maior no grupo gestacional

4- O tamanho da ninhada foi menor no grupo pré-gestacional quando

comparados ao controle e com o grupo gestacional.

5- O peso corporal dos neonatos foi maior no grupo gestacional € menor no

grupo pré-gestacional

6- Em relacdo ao peso cardiaco foi maior no grupo gestacional, sendo que esse

aumento ndo foi observado em outro grupo do estudo.

7- A correlagdo da glicemia final foi significativa no grupo gestacional quanto
ao peso, tamanho da ninhada, peso corporal neonatal (macrossomia ) e

hipertrofia cardiaca.
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Anexo 1- Dados amostrais e aconpanhamento das ratas Wistar durante o periodo de

inducdo até o dia da cesarea.

Pré Hiperglicemia
Acasalamento (Gestaciio) Peso/
Tempo de li .
Tempo glicemia
Grupo Rata acasalame p Cesérea Ninhada
Peso | Glicemia nto Valor | Gestacion
al* -mg/dL
@ | (mgdL) (mg/dL) (g-mg/dL)
(dia)
1 174 75 01 229 16° 269/210 08
2 185 71 0 253 16° 277/240 11
3 201 87 02 450 12° 239/420 03
4 204 78 02 479 12° 231/510 01
5 198 77 02 467 12° 230/480 01
6 201 83 02 502 11° 238/500 02
Gestacional
1 190 330 01 483 0° 210/510 0
2 240 335 20 415 0° 208/476 3
3 225 375 20 545 0° 238/600 0
4 185 292 15 370 0° 289/257 08
5 136 298 25 394 0° 261/345 03
6 163 266 28 309 0° 273/243 07
1 199 65 01 76 10° 299/84 11
2 191 73 01 90 10° 278/72 07
Controle
3 202 100 01 110 10° 264/100 05
4 194 86 01 94 10° 274/110 06
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Anexo 1- Dados amostrais dos ratos neonatos Wistar no dia da cesarea.

GRUPO RATA MAE PESO CORPO PESO CORACAO |DIST CORNO
PG [ NN 0
Filhote
2 Fl 2,4904g 0.0244¢
F2 2,3348¢g 0,0218g E
F3 2,6071g 0.0249¢ D
3 0
4 F1 1,5829¢ 0,0095g D
F2 2,0456¢ 0,0100g D
F3 1,9873¢ 0,0159¢ D
F4 2,1500g 0,0119¢g D
F5 2,0072¢ 0,0136¢ D
F62,3297¢ 0,0124¢ E
F72,3297¢ 0,0127g E
F8 1,4718¢g 0,0092g E
5 F1 1,4718¢g 0,0093g
F2 2,1346¢ 0,0143g
F3 1,8937¢ 0,0148¢g D
6
F1 2,49048¢g 0,0245g D
F2 2,3348¢ 0,0231g D
F32,6071¢g 0,0248¢ D
F4 2,2975¢ 0,01798¢g D
F52,2337¢g 0,0199¢g E
F6 3,1763¢ 0,0301g E
F7 3,4323¢ 0,0312g E
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GRUPO RATA MAE PESO CORPO PESO CORACAO | DIST CORNO
C 1
F13,5413g 0,0321g D
F2 3,6522g 0,0332g D
F3 4,5424g 0,0327g D
F4 4421g 0,0312¢g D
F54,218g 0,0314g D
F6 5,210¢ 0,0405g E
F75,4951g 0,0425¢ E
F8 5,2001g 0,0420g E
F9 5,2213¢g 0,0410g E
F10 5,5052¢ 0,0406g E
F1154951g 0,0422¢ E
2 F16,7522¢ 0,0471g E
F2 6,5450g 0,0532g E
F3 6,4230g 0,0501g E
F4 5,203¢g 0,0410g D
F5 4,123¢g 0,0360g D
F6 4,321¢g 0,0310g D
F7 4,436¢ 0,0326g D
3 F1 5,4052g 0,0411g D
F253941g 0,0415g D
F3 4,321¢g 0,0312g E
F4 4,215¢ 0,0321g E
F5 3,567¢ 0,0243g E
4 F13,1763g 0,0301g D
F2 3,4323¢ 0,0312¢g D
F3 4,4115¢ 0,0385g D
F4 5,4232¢ 0,0401¢g D
F5 5,2343¢ 0,0432g E
F6 4,2553¢ 0,0326g E
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GRUPO RATA MAE PESO CORPO PESO CORACAO | DIST CORNO
GD 1
Fl 5,4072¢g 0,0499g E
F2 5,5669¢g 0,0482g E
F3 5,3081g 0,0388g E
F4 5,6620g 0,0401g E
F5 4,2810g 0,0328g E
F6 4,1890g 0,0317g D
F7 4,7420¢ 0,0320g D
F8 4,5684¢ 0,0315g D
2
Fl 4,8545g 0,0371g D
F2 4,0622g 0,0356g D
F3 4,3130g 0,0419g D
F4 4,1970g 0,0472g D
F5 3,3611g 0,0300g D
F6 3,8605¢ 0,0308g D
F7 3,1834¢g 0,0322g D
F8 3,3830g 0,0338g D
F9 4,3629 0,0366g E
F10 4,0624 0,0373g E
F11 4.,8360 0,0458g E
3
Fl 55052g 0,0434g
F2 54012g 0,0389g
F3 54951g 0,0420g E
4 Fl 7.752¢ 0,0478g D
5 Fl 6,7223g 0,0454g
6 Fl1 7,8391g 0,0467g
F2  6,4540g 0,0449g
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