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Resumo

Diabetes mellitus (DM) € uma doenga crénica na qual a homeostase da glicose esta
comprometida, levando a um quadro hiperglicémico que pode gerar outras
complicagbes. A insulina, horménio produzido pelo péncreas, esta diretamente
relacionada a morbidade, por ser um dos principais mecanismos de regulacdo da
glicemia. DM pode ser apresentar trés classes: I) Tipo 1 (DM1), quando as células
beta (B)-pancreaticas, produtoras de insulina, sdo destruidas de forma auto imune.
II) Tipo 2 (DM 2), quando ha deficiéncia na excregdo ou agao da insulina e |ll) DM
Gestacional, quando o quadro hiperglicémico é diagnosticado pela primeira vez
durante a gestagao. Por motivos éticos e de controle de variaveis, modelos animais
sdo utilizados para melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos
envolvidos no diabete. Para isso, existem diferentes modelos de indugédo em animais
como o uso diferentes tipos de agentes [(-citotoxicos, doses e vias para mimetizar a
condigao hiperglicémica. Visando obter um modelo que apresente maior similaridade
com o quadro diabético em humanos, este estudo avaliou e comparou diferentes
modelos de indugéo do diabete de intensidade glicémica moderada em ratas Wistar.
Foram testados neste estudo quatro modelos em ratas Wistar com a administragao
de droga B-citotoxica, o streptozotocin (STZ) em diferentes momentos do periodo
neonatal: 1) Administragdo de STZ no 1° dia de vida (D0) e acasalamento ao 90° dia
de vida; 2) Administracao de STZ no 4° dia de vida (D4) e acasalamento ao 90° dia
de vida; 3) Administracdo de STZ no DO e acasalamento ao 120° dia de vida e 4)
Administracdo da STZ no D4 e acasalamento ao 120° dia de vida. Foram avaliados a
eficiéncia da produgdo de animais diabéticos, a glicemia pds-prandial antes e
durante a prenhez, performance no Teste de Tolerancia a Glicose (TOTG), Teste de
Tolerancia a Insulina (TTI), desempenho reprodutivo materno, e peso fetal e
eficiéncia placentaria. Os animais induzidos no D4 apresentaram maior intolerancia
a glicose no TOTG no periodo pré-prenhez. Além disso, o grupo induzido no D4
apresentou menor perda de animais ap6s o tratamento com STZ. Na prenhez, os
parametros maternos n&o variaram entre os grupos, porém a perda pos-implantagcao
foi maior nos animais induzidos neste grupo. O modelo 4 mostrou maior numero de
fetos pequenos para idade de prenhez e menor eficiéncia placentaria, sugerindo que

os fetos deste modelo sofram de maior restricdo de crescimento intra uterino.



Portanto, o modelo de inducéo ao diabete no D4 com acasalamento aos 120 dias de
vida mostrou-se mais representativo em relagdo aos parametros encontrados no
DMG clinico.

Palavras-chave: diabetes, streptozotocin, ratas, prenhez, fetos



1. Introducéo

Diabetes mellitus (DM) é doenga crbnica causada pela supressdo ou
inatividade do horménio insulina. A insulina € um horménio anabdlico responsavel
pela homeostase da glicose, e é produzida pelas células beta (3) do pancreas
(AMERICAN ASSOCIATION OF DIABETES, 2014). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude, existem 347 milhdes de portadores de DM em todo o mundo e a
doenca € responsavel por 5% dos obitos anuais. DM pode ser dividido em trés
classes: 1) Diabete Tipo 1 (DM1), no qual as células B do pancreas sofrem
destruicdo autoimune e, portanto, sdo incapazes de liberar volumes adequados de
insulina para o controle glicémico. A reposigdo de insulina exdgena € vital neste
caso. 2) Diabete Tipo 2 (DM2), que corresponde a aproximadamente a 90% dos
casos. Neste tipo, existe secre¢cao da insulina pelas células pancreaticas, mas ha
reducao na resposta dos tecidos periféricos ao horménio ou ineficacia na acéo do
horménio e 3) DM Gestacional (DMG), quando o quadro de intoleréncia a glicose &
diagnosticado pela primeira vez durante a gravidez, podendo persistir ou n&o, apds o
parto. Existem aproximadamente 200 mil casos por ano de DMG, o que corresponde
a 7% das gestagdes no mundo todo. A resisténcia insulinica € um mecanismo
fisioloégico no terceiro trimestre da gestacdo (RYAN; ENNS), confirmada através de
teste oral ou intravenoso de tolerancia a glicose. Dentre os possiveis fatores de risco
relacionados ao DMG, destaca-se, a obesidade, histérico familiar e idade avangada
(NEELAKANDAN; SETHU, 2014).

Devido a questdes éticas e de controle de variaveis, € necessario o uso de
animais de experimentagcdo no estudo das causas e tratamento do diabete. A
escolha apropriada do modelo animal que reproduza as condi¢gdes diabéticas é
extremamente relevante. Existem diversos trabalhos na literatura que relatam a
indugdo do diabete de intensidade moderada em ratas para mimetizar a glicemia
apresentada pelo DM 2 e pelo DMG. Portha et al. (1974) foram os primeiros a
descrever o modelo de diabete moderado (glicemia entre 120 a 360 mg/dL)
utilizando a droga R-citotdxica streptozotocin (STZ) em ratos durante o periodo
neonatal. Este modelo mimetiza a glicemia e as complicagbes do DM2 e DMG. A
literatura mostra que existem diferentes modelos de indug¢ao do diabete, dentre eles
a administragdo de STZ no dia do nascimento (PORTHA et al., 1979) (PORTHA;
KERGOAT, 1985) (ROLO; PALMEIRA, 2006) (IESSI et al., 2010) (SINZATO et al.,



2011), apds o nascimento (BONNER-WEIR et al., 1981) (WANG et al., 1996) ou com
cinco dias de vida (WANG et al., 1996) (MURALI, B; GOYAL, 2001) (KISS et al.,
2009). Streptozotocin (STZ) é um antibiotico que vem sendo amplamente utilizado
na indugdo do diabete em animais de experimentagdo. A droga causa a
degranulacdo das células B, levando-as a necrose, consequentemente, ao quadro

de hipoinsulinemia e hiperglicemia (LENZEN, 2008)

Em nosso laboratdrio, foi verificado que o diabete de intensidade moderada,
induzido no periodo neonatal (dia 0), alterou a glicemia materna no inicio da
prenhez, o que por sua vez, deflagrou alteragdes no organismo materno e no
desenvolvimento inicial do embrido, afetando sua implantacdo e futuro
desenvolvimento placentario e fetal (SINZATO, 2009). Quando a administracao de
STZ foi realizada no 5° dia de vida, os resultados mostraram que os niveis de glicose
sanguinea foram favoraveis para a caracterizagdo do modelo de diabete moderado.
Contudo, esses animais nao apresentaram alteracbes na performance reprodutiva
quanto ao numero de implantagdes, taxas de perdas embrionarias em relagéo aos
animais nao-diabéticos (KISS et al., 2009). Além do periodo de administracdo da
STZ para induzir o diabete moderado, a idade dos animais no inicio do experimento
também pode interferir nos resultados encontrados. Damasceno et al. (2013)
descreveram que, independentemente da dose e via de administracdo do STZ no
periodo neonatal de ratos, a hiperglicemia é transitéria e os pesquisadores devem
eleger o modelo de indugdo do diabete moderado que seja mais adequado as
variaveis a serem estudadas. Visando obter um modelo que apresente maior
similaridade com o quadro diabético (DM2 e DMG) em humanos, este estudo
pretende avaliar e comparar diferentes modelos de indugcdo do diabete de
intensidade glicémica moderada em ratas Wistar e suas repercussdes no organismo

materno-fetal.



2. Materiais e Métodos
2.1 Animais

Foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar, machos e fémeas, obtidos
do CEMIB (Universidade Estadual de Campinas UNICAMP) e mantidos no biotério
do Laboratério de Pesquisa Experimental em Ginecologia e Obstetricia da
Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP sob condigcbes controladas de
temperatura (22 £ 2°C), umidade (70 + 10%), ciclo claro/escuro (12h), agua filtrada e

racao ad libitum.
2.2 Acasalamento

Os animais foram acasalados para obtencdo de recém-nascidos (RN) em
nosso laboratério de pesquisa. Durante a fase de acasalamento, um macho e trés
fémeas foram mantidos na mesma caixa durante o periodo noturno. Nas manhas
seguintes, os machos foram separados e o esfregaco vaginal foi realizado. Hastes
flexiveis com extremidades envoltas em algoddo embebido em agua filtrada foram
colocadas no canal vaginal das ratas e, posteriormente, depositadas sobre laminas
de vidro para a leitura em microscopio Optico. Na presenca de espermatozoides,

este era considerado o dia 0 (zero) de prenhez.
2.3 Grupos Experimentais

- STZ0/Acas90: ratas com diabete induzido no dia do nascimento (DO) e

acasalamento ao 90° dia de vida

- STZ4/Acas90: ratas com diabete induzido no 5° dia do nascimento (D4) e

acasalamento ao 90° dia de vida

- STZ0/Acas120: ratas com diabete induzido no dia do nascimento (DO) e

acasalamento ao 90° dia de vida

- STZ4/Acas120: ratas com diabete induzido no 5° dia do nascimento (D4) e

acasalamento ao 120° dia de vida



2.4 Inducéo do diabete moderado nas ratas

Os recém-nascidos (RN) foram obtidos por parto vaginal. Foram mantidos oito
RN por mae sendo que as fémeas tiveram prioridade, pois sdo o objeto de estudo.
Os animais restantes foram submetidos a eutanasia com injegao de tiopental sédico
(Thiopentax® - 50mg/Kg) por via intraperitoneal. As diferentes ninhadas foram
distribuidas aleatoriamente nos quatro grupos. Os RN fémeas dos grupos com
inducdo do diabete ao nascimento (Grupos STZ0/Acas90 e STZ0/Acas120) foram
submetidas a injecdo subcutdnea de streptozotocin (STZ, SIGMA Chemical
Company, St. Louis, Millstone) diluida em tampao citrato (0,1M, pH 4,5) na dose de
100 mg/kg. O critério de inclusdo para compor os grupos STZ0/Acas90 e
STZ0/Acas120 foi glicemia maior que 400 mg/dL no 4° dia de vida. A determinacao
glicémica foi realizada por pungao na extremidade da cauda para obtengcéo de uma
gota de sangue, que foi depositada em glicofita e lida em glicosimetro convencional
(OneTouch Ultra, Johnson & Johnson®). Todos os RN foram mantidos com suas

maes até o periodo de desmame (22 dias de vida).

Os RN fémeas dos grupos com indugao do diabete no quarto dia de vida
(Grupos STZ4/Acas90 e STZ4/Acas120) foram submetidos a injegao intraperitoneal
de STZ na dose de 70 mg/kg. O critério de inclusdo para compor 0S grupos
induzidos no quarto dia de vida foi o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) no 90°
dia de vida. Para os grupos induzidos ao nascimento o TOTG foi usado como critério

de exclusao.

Apos a administracao de STZ, as ratas foram observadas diariamente
para registro do sucesso frente a inducdo do diabete com relacdo a taxa de

mortalidade.

Para realizacdo do TOTG, apds seis horas de jejum, foi coletada uma gota de
sangue por pungao venosa na cauda das ratas para determinagao glicémica (tempo
0). Logo apés, as ratas receberam solugédo de glicose (0,2 g/mL) via intragastrica
(gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corporeo. A glicemia das ratas foi mensurada
apdés 30, 60 e 120 minutos. Foram consideradas ratas com diabete moderado

aquelas que obtiveram glicemia acima de 140 mg/dL em pelo menos dois pontos da
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curva. As ratas que néo atingiram glicemia acima de 140 mg/dL em pelo menos dois

pontos da curva foram submetidas a eutanasia e excluidas do estudo.
2.5 Glicemia

Nos dias 15, 30, 60 e 90 de vida, as glicemias foram mensuradas colhendo-se
uma gota de sangue por punc¢ao na parte distal da cauda de cada rata com o uso de
agulha. A gota foi depositada em glicofita, a qual foi lida em glicosimetro
convencional para determinagdo glicEmica e os valores foram expressos em

miligramas por decilitro (mg/dL).
2.6 Prenhez

De acordo com o grupo determinado no inicio do experimento, os animais
foram acasalados com 90 ou 120 dias de vida. O acasalamento foi realizado da

mesma forma descrita anteriormente (ltem 2.2).
2.6.1 Ingestdo de agua e de racao

Durante o periodo de prenhez, foi verificada a ingestdo de agua e de ragao

das ratas nos dias 2, 5, 8, 11, 14, 17 e 20 de prenhez.
2.6.2 Peso e Glicemia

Durante a prenhez, as fémeas foram mantidas em gaiolas individuais. Nos
dias 0, 7, 14 e 21 de prenhez, peso e glicemia das ratas foram registrados. As
glicemias foram por glicosimetro convencional e os valores foram expressos em

miligramas por decilitro (mg/dL).

2.6.3 Teste Oral de Tolerancia a glicose (TOTG) e Teste de Tolerancia a
Insulina (TTI)

No 15° dia de prenhez, foi realizado o Teste de Tolerancia a Insulina (TTI).
Para esse teste, os animais foram submetidos ao jejum de 6 horas e,
posteriormente, foi administrada uma solucdo de insulina na dose de 0,3 U/kg (Lilly,
France S.A.S., Fegersheim, Franga) via subcutédnea. A glicemia foi mensurada
imediatamente antes da administragao da insulina e 15, 30, 60 e 90 minutos apos a

administragao de insulina. No 17° dia de prenhez, foi realizado o TOTG utilizando a
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mesma metodologia realizada aos 90 dias de vida (ltem 2.4). Os critérios de

exclusao anteriores também foram validos nessa fase para o TOTG.
2.6.4 Laparotomia

2.6.4.1 Desempenho reprodutivo materno

O utero foi exteriorizado, pesado e feita a analise do desempenho
reprodutivo (peso da ninhada, contagem do numero de implantagdes embrionaria,
mortes embrionarias e de fetos vivos e mortos). Foram calculadas as taxas de
perdas pré e pés-implantagdo (DAMASCENO et al., 2008). Os ovarios foram
retirados para contagem dos corpos luteos, como parametro indireto do numero de

ovulacoes.

2.6.4.2 Pesagem dos recém-nascidos e placentas

Os fetos e suas respectivas placentas foram retirados e pesados

individualmente.

2.6.4.3 Classificacdo dos pesos dos recém-nascidos

Cada recém-nascido foi pesado individualmente para posterior
classificagdo em pequeno (PIP), adequado (AIP) ou grande (GIP) para a idade de
prenhez. A formula para obtencao dos limiares entre os grupos é dada pela média
do grupo controle + desvio padrao x 1,7 (H et al., 2000). Em experimentos prévios
realizados em nosso laboratério, o grupo controle apresentou média dos pesos de
recém-nascidos de 5,72g com desvio padrédo de 0,36g. Dessa forma, serao
classificados em PIP, recém-nascidos com peso inferior a 5,11g e em GIP com peso

superior a 6,33. Animais com peso entre esses valores serao classificados em AIP.

A Eficacia Placentaria foi calculada dividindo o peso do feto pelo peso da

placenta do mesmo feto.

2.7 Analise Estatistica

Para anadlise estatistica dos dados, foi testada a homogeneidade e
normalidade da amostra pelo pacote estatistico GraphPad InStat 2.1. Os resultados
foram expressos em médias aritméticas e desvios-padrao. A andlise de variancia

(ANOVA) foi utilizada para a comparagcdo entre os grupos para os dados com
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distribuicdo normal. Quando o teste revelou diferenga estatisticamente significante, a
analise foi complementada com o teste t de Student com a corre¢cdo de Bonferroni. A
correcao de Welch foi utilizada para amostras com variancias diferentes. Para os
dados que nao apresentaram distribuigdo normal, o teste n&o-parameétrico de
Kruskal-Wallis foi utilizado. Os testes foram adequados quando as amostras foram
pareadas. Para comparacido de propor¢des foi utilizado o teste de Qui-quadradro e

adotado o nivel de significancia de 5%.
3. Resultados e Discussao

3.1 Dados relacionados até o desmame

A indugdo do diabete no DO apresentou baixa eficacia devido a alta
mortalidade e ao elevado numero de animais que nao atenderam o critério de
inclusao (glicemia maior que 400 mg/dL no quinto dia de vida). Dos 160 animais que
receberam a inje¢cdo de 100 mg/kg de STZ, 67 morreram antes do desmame e 53
nao atenderam ao critério de inclusdo. Dos animais induzidos, apenas 40 (24%)
sobreviveram ao periodo de desmame e atenderam ao critério de inclusdo do grupo.
Na idade adulta, dos 40 animais que atenderam ao primeiro critério de inclusdo, um
morreu e 39 foram submetidos ao TOTG como segundo critério de inclusdo. Destes,
14,7% deles, foram excluidos do experimento (Figura 1). A inducdo do diabete nas
ratas no D4 mostrou-se mais eficaz visto que, de 48 ratas induzidas, apenas 7
vieram a obito antes do desmame. O critério de inclusdo destes animais foi o teste
oral de tolerancia glicose no 90° dia de vida, o qual excluiu 5,2% dos animais deste

grupo. (Figura 2)

As mortes seguidas do tratamento com STZ sao justificadas devido aos
efeitos toxicos causados por esse analogo da glicose ao pancreas que causa
alquilagcdo do DNA (LENZEN, 2008) levando a necrose das células beta e a
deficiéncia grave de insulina em alguns animais. Quando acontece essa diminuicéo
acentuada dos niveis de insulina, a entrada da glicose nas células fica prejudicada
levando a hiperglicemia e, como consequéncia, a um quadro de cetoacidose

metabodlica com morte dos animais.
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Figura 1 Numero de ratas Wistar com DM induzido no DO e em cada momento da sequéncia

experimental.
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Figura 2. Namero de ratas Wistar com DM induzido no D4 e em cada momento da sequéncia
experimental.
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3.2 Glicemias até 90 dias de vida

Na Figura 3 podemos observar a evolugédo da glicemia até o 90° dia de vida
dos animais em ambos os grupos experimentais. A Figura 3A mostra que o grupo
STZ0 apresentou diminuicdo da glicemia nos dias 60 (122,02+29,1 mg/dL) e 90 de
vida (112,68+£16,07 mg/dL) em relagdo aos 15 (132,36+18,7 mg/dL) e 30 dias de
vida (133,75+29,79 mg/dL). As ratas com diabete induzido no D4 de vida (Figura 3B)
apresentaram reducdo da glicemia no dia 30 (130,21£22,89 mg/dL) em relagdo ao
15° dia de vida (153,43+27,59 mg/dL). No entanto, diferentemente do encontrado no
grupo STZO0, as ratas do grupo STZ4 apresentaram aumento da glicemia no dia 60°
dia de vida (144,66+£37,39 mg/dL) e redugcédo 90° dia (123,7+18,81 mg/dL). Os
roedores apresentam regeneragdo das células beta-pancreaticas quando expostos
ao STZ durante o periodo neonatal (MINAMI; SEINO, 2008)(BONNER-WEIR; WEIR,
2005). Essa regeneragao pode explicar a queda da glicemia no 30° dia de vida, ja no
60° dia de vida, a regeneracao pode ter sido ineficiente para a demanda de insulina

neste periodo.

A STZO B STZ4

Figura 3. A. Glicemias nos dias 15, 30, 60 e 90 de vida do grupo STZ0. * Diferenca estatisticamente
significativa entre a glicemia do dia 30 e as glicemias dos dias 60 e 90 de vida. # Diferenca
estatisticamente significativa entre a glicemia do dia 15 e do dia 90 de vida (ANOVA seguido de teste
t e correcdo de Bonferroni p<0,05). B. Glicemias nos dias 15, 30, 60 e 90 de vida do grupo STZ4. *
Diferenca estatisticamente significativa da glicemia do dia 15 comparada com as glicemias dos dias
30 e 90 de vida. # Diferenca estatisticamente significativa da glicemia do 60° dia de vida comparada

com o0 90° dia de vida (ANOVA seguido de teste t e correcdo de Bonferroni p<0,05).

Quando comparamos o0s grupos experimentais (Figura 4), foi observada
diferencga significativa nos dias 15 e 60 de vida com aumento da glicemia no grupo

STZ4 em relagdo ao grupo STZ0, mostrando que a capacidade de regeneragao
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pancreatica observada entre os grupos foi diferente nos dois modelos. A

regeneragao no grupo STZ4 pode néo ter sido tao eficaz quanto no STZ0.

Média da glicemia de ratas Wistar induzidas ao
diabete mellitus através da administracao de STZ
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* *
180
160

140

Glicemia (mg/dl)

120
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152 Dia 3092 Dia 602 Dia 902 Dia

—=@=STZ0 =@=STZ4

Figura 4 Média e desvio padrdo das glicemias de ratas Wistar com DM induzido através da
administracdo de STZ. * Diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos para 0 mesmo

periodo (Teste t ndo pareado seguido de correcdo Welch p<0,05).

3.3 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) aos 90 dias de vida

A Figura 5 mostra a média e desvios-padrao das glicemias das ratas durante
o teste oral de tolerancia a glicose aos 90 dias de vida. O grupo com diabete
induzido 4° dia de vida (STZ4) apresentou maior glicemia em todos os pontos
excetuando o ultimo, 2 horas depois da administracdo da sobrecarga de glicose,
quando comparado ao grupo STZ0. O primeiro ponto apds a administragao da carga
de glicose (30 minutos) aponta para uma maior intolerancia a glicose no grupo
induzido no D4 (326,08£92,89 mg/dL) do que no grupo induzido no DO
(272,70+£77,37 mg/dL). O segundo ponto, apdés 60 minutos (281,47+92,95 mg/dL)
também mostra o mesmo efeito, o grupo induzido no D4 também apresenta maior
dificuldade em controlar a glicemia do que as ratas induzidas no DO (212,48+79,85
mg/dL). Ja no ultimo ponto, 120 minutos apds a aplicagdo da sobrecarga de glicose,
nao houve diferenga entre os grupos, apesar do grupo induzido no D4 manter a
média glicémica (140,91+£53,33 mg/dL) maior que o grupo induzido no DO
(127,54147,26 mg/dL). Houve diferenga estatisticamente significativa dentro dos

grupos em todos os pontos exceto entre a glicemia de jejum e glicemia apds duas



17

horas da administragdo da sobrecarga de glicose, mostrando que apesar de
intolerantes, os animais sdo capazes de retornar ao nivel glicémico inicial. Estes
dados contribuem com a hipdtese de que a regeneragao das ceélulas beta das ratas
STZ4 é menor do que as STZ0. Quando expostas a sobrecarga de glicose, as ratas
STZ4 exibem maior dificuldade no controle glicémico e, portanto, maior intolerancia

a glicose.

Médias e desvios-padrao das glicemias de ratas
Wistar diabéticas no 902 dia de vida

500

*
400
300

200 *

Glicemia (mg/dl)

100

Jejum 30 Minutos 60 Minutos 120 Minutos

e ST70 e ST74

Figura 5 Teste Oral de Tolerancia a Glicose realizado no 90° dia de vida de ratas Wistar com Dm
induzido no DO e D4. * Diferenca estatistica entre os grupos no mesmo periodo (Teste t ndo-pareado

seguido de correcéo Welch p<0,05).

3.4 Prenhez
3.4.1 Glicemia

A Figura 6 representa a média glicémica das ratas durante a prenhez. Nao
houve diferenga entre os grupos nos 4 momentos analisados, dia 0, 7, 14 e 21 de
prenhez. As ratas do grupo STZ4/Acas90 apresentaram diminui¢gdo da glicemia nos
dias 14 e 21 de prenhez comparado ao dia 7 dia de prenhez. Ja no grupo
STZ0/Acas120, essa diferenca iniciou desde o primeiro dia de prenhez, com reducao
da glicemia nos dias 14 e 21 de prenhez em relagédo aos dias 0 e 7 de prenhez. A
queda da glicemia no final da prenhez pode ser devido ao maior catabolismo no
organismo materno para suprir as necessidades crescentes do feto, ou seja, maiores

quantidades de glicose sérica materna é translocada pela placenta para o feto. No
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19° dia de prenhez, aproxidamente 23% da glicose materna é utilizada pelo
concepto (LETURQUE et al., 1986).

Média glicémica de ratas wistar diabética durante a

prenhez
160
*
= 120 T T [
s i T |
oo
5 [
o 80
£
k&l
© 40
0
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

W STZ0/Acas90 m STZ4/Acas90 STZ0/Acas120 mST4/Acas120

Figura 6 Média e desvio padrdo das glicemias de ratas Wistar prenhes em diferentes tipos de inducéo
ao DM. * Diferenca estatisticamente significativa na glicemia do modelo STZ4/Acas90 no sétimo dia
quando comparada as glicemias dos dias 14 e 21 de prenhez. e Diferenca estatisticamente
significativa nas glicemias do modelo STZ0/Acas120 no primeiro e sétimo dia quando comparadas as
glicemias dos dias 14 e 21 de prenhez (ANOVA seguido de teste t e corre¢éo de Bonferroni p<0,05).

3.4.2 Peso Corpoéreo

A Figura 7 ilustra o ganho de peso corpéreo durante a prenhez das ratas
induzidas ao DM pelos diferentes modelos. Nao houve diferengca entre os grupos
para o mesmo periodo. No modelo STZ0/Acas90, o peso corpdreo foi constante
desde o primeiro dia de gestagao (242+21,95 g) até o sétimo dia (264+27,95 g). E
entdo, mostrou um aumento significativo no dia 14° dia de prenhez (292,14+33,31 g)
em relacao a primeira semana e no 21° dia de prenhez (379,14+50,96 g) em relacao
aos outros trés periodos. No grupo STZ4/Acas90 houve aumento significativo em
todos os dias em relacdo aos periodos anteriores: dia 0 (213,42+12,85 @), dia 7
(230,28+12,62 g), dia 14 (255,85£12,65 g) e dia 21 de prenhez (322,42+21,01 g). No
grupo STZ4/Acas120 o aumento foi gradual como STZ4/Acas90: dia 0
(252,08+19,43 g), dia 7 (263,11+20,08 g), dia 14 (291,58+22,88 g) e dia 21 de
prenhez (364,7+30,66 g). No grupo STZ0/Acas120 entre os dias 0 (234,42+27,84 g)
e 7 (252,28+29,75 g) e do 14 (271+33,04 g) ao 21 (343,42+47,50 g) ndo houve
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diferenga, porém, houve aumento entre estes periodos, ou seja, da primeira a ultima

semana de gestacéo.

Média do peso corpdreo de ratas Wistar diabéticas prenhes
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Figura 7 Médias e desvios-padréo do peso corporeo de ratas Wistar com DM induzido por diferentes

modelos. N&o houve diferenca entre os grupos para o mesmo periodo. As letras representam
diferencas entre os periodos no mesmo grupo. No modeloSTZ0/Acas90: @ Diferenca estatisticamente

significativa da glicemia do dia 14 comparada as glicemias dos dias 0 e 7 de prenhez. b Diferenca
estatisticamente significativa do 21° dia de prenhez comparado a todos os outros periodos. Nos
modelos STZ4/Acas90 e STZ4/Acas120: a. Diferenca estatisticamente significativa da glicemia do dia
7 quando comparadas as glicemias dos outros trés periodos. b. Diferenca estatisticamente
significativa da glicemia do dia 14 quando comparadas as glicemias dos outros trés periodos. c.
Diferenca estatisticamente significativa da glicemia do dia 21 quando comparadas as glicemias dos
outros trés periodos. No modelo STZ0/Acas120: a Diferenca estatisticamente significativa das
glicemias dos dias 14 e 21 quando comparadas as glicemias dos dias 0 e 7 (ANOVA paramétrico

seguido de teste t e corre¢do de Bonferroni para p<0,05).

3.4.3 Consumo de 4gua e racéao

O consumo de agua e ragao pelos animais pode indicar alteragdes
metabdlicas importantes para os modelos estudados. A ingestéo limitada de liquidos
e alimentos podem indicar intoxicacao, dor, infecgao entre outros. Por outro lado, a
polifagia e polidipsia sdo sintomas frequentemente encontrados no diabetes. A
polifagia é resultado da translocacao ineficiente da glicose extracelular para o meio

intracelular, gerando estado de jejum relativo. A polidipsia ocorre quando a
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concentragdo de glicose no sangue causa a poliuria, levando o individuo a sentir
mais sede pela perda de agua (MURALLI, B.; GOYAL, 2001).

A Figura 8 ilustra o consumo de ragao das ratas durante a prenhez. Apenas
no quinto dia de prenhez houve diferenca entre os grupos, o grupo STZ0/Acas90
(24,481£2,36 g) apresentou maior no consumo de racdo em relagdo ao modelo
STZ0/Acas120 (18,53+5,58 g). Na variacdo dentro dos modelos, os STZ0/Acas90 e
STZ4/Acas90 apresentaram maior consumo de ragdo no 17° em relagéo a todos os
outros periodos dentro do mesmo grupo, nos modelos STZO0/Acas120 e
STZ4/Acas120 esse aumento foi significativo apenas quando comparado ao dia 2 e
5 de prenhez do mesmo grupo. O aumento do consumo no 17° dia pode ser
explicado pela aplicagdo do teste oral de tolerancia a glicose no mesmo dia. O
consumo de ragao foi mensurado apds o teste, que necessita que os animais fiquem
em jejum por 6 horas. O teste de resisténcia a insulina exige o mesmo periodo em

jejum, porém é aplicado no 15° dia de prenhez, quando o consumo de ra¢do nao é

avaliado.
Média do consumo de racao de ratar wistar prenhes
60 *
*
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Figura 8 Média e desvio padrdo do consumo de ragdo por ratas Wistar prenhes com DM induzido.
Nos grupos STZ0/Acas90 e STZ4/Acas90: *Diferenca estatistica entre o consumo do 17° dia de
prenhez e todos os outros. Nos grupos STZ0/Acas120 e STZ4/Acas120 *Diferenca estatistica entre o

consumo do 17° dia quando comparado aos dias 2 e 5 de prenhez. a Diferenca estatistica entre a
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glicemia do grupo STZ0/Acas90 e do grupo STZ0/Acas120 no 5° dia de prenhez (ANOVA seguido de

teste t e correc@o de Bonferroni p<0,05)

O volume de agua consumido pelos animais permaneceu inalterado, como
mostra a Figura 9, durante todo o periodo de prenhez nos quatro modelos testados.
Além disso, ndo houve diferengca estatisticamente significativa desse parametro

entre os quatro grupos para o mesmo periodo.

Média do consumo de dgua de ratas wistar prenhes
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Figura 9 Média e desvio padrdo do consumo de &gua por ratar Wistar induzidas ao DM durante a
prenhez (p>0,05).

3.4.4 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Durante o teste oral de tolerancia a glicose no 17° dia de prenhez nao houve
diferenga entre os grupos em cada ponto de registro da glicemia, como mostra a
Figura 10. Houve diferenga entre todos os pontos dentro do mesmo grupo, exceto
entre o jejum e 120 minutos apos a aplicacdo da sobrecarga de glicose, para todos
os modelos. A maior intolerancia a glicose encontrada nos grupos STZ4 em relacao
ao STZ0 no TOTG no 90° dia de vida ndo se manteve durante a prenhez. Mesmo
assim, todos os grupos apresentaram intolerancia a glicose, caracterizada por dois

pontos de glicemia iguais ou maiores a 140mg/dl na curva.
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Média glicémica durante o teste oral de tolerancia a glicose
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Figura 10 Média e desvio padrdo da glicemia de ratas Wistar diabéticas prenhes durante o teste oral
de tolerancia a glicose. *Diferenca estatisticamente significativa entre os modelos para 0 mesmo
periodo (ANOVA seguido de teste t e correcédo de Bonferroni p<0,05).

3.4.5 Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)

No teste de tolerancia insulinica ndo houve diferenga entre os grupos no
mesmo periodo, como mostra a Figura 11. No modelo STZ0/Acas90, 15 minutos
(87,28+8,51 mg/dL) apds a aplicacao de insulina subcutanea, a glicemia foi maior do
que 60 minutos (66,14+16,65 mg/dL) apds a aplicagéo. Este fato pode ser explicado
pelo estresse gerado nos animais apos a manipulagdo dos mesmos. No modelo
STZ4/Acas90, a glicemia foi reduzida 60 minutos (60,57+12,84 mg/dL) apds a
aplicacao da insulina em relagdo a glicemia de jejum (73,28+7,47 mg/dL). Este
resultado € esperado para animais que nao possuem grande resisténcia periférica a
insulina, ou seja, nestes animais a insulina agiu nos tecidos e permitiu a passagem
da glicose da corrente sanguinea para o interior das células, reduzindo o nivel de
glicose sérica. No modelo STZ0/Acas120 ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os pontos de medida do teste. Ja no modelo STZ4/Acas120, todos
os pontos jejum (74,08+6,3 mg/dL), 30 minutos (67,58+13,39 mg/dL), 60 minutos
(66,661£8,08 mg/dL) e 120 minutos (71,3348,26 mg/dL) mostraram uma glicemia
menor do que aos 15 minutos (85,58+15,51 mg/dL) pds-administragcao da insulina.

Este aumento aos 15 minutos pode ser explicado da mesma forma do modelo
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STZ0/Acas90, os animais apresentam maior glicemia devido aos efeitos causados

pelo estresse e liberagdo de hormdnios suprarrenais, como o cortisol.

Média glicémica durante o teste de resisténcia insulinica
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Figura 11 Média e desvio padréo da glicemia de ratas Wistar diabéticas prenhes durante o teste de
tolerAncia a insulina. # Diferenca estatisticamente significativa da glicemia 60 minutos ap6s a
aplicacdo de insulina quando comparada com a glicemia 15 minutos apés a aplicacdo de insulina no
grupo STZO/Acas90 * Diferenca estatisticamente significativa da glicemia 60 minutos apds a
aplicacdo de insulina quando comparada a glicemia de jejum no grupo STZ4/Acas90. + Diferenca
estatisticamente significativa entre a glicemia 15 minutos apds a aplicacdo de insulina e todos os
outros pontos do grupo STZ4/Acasl20 (ANOVA paramétrico seguido de teste t e correcdo de
Bonferroni p<0,05).

3.5 Desempenho reprodutivo materno

Ndo houve diferenca estatisticamente significativa no desempenho
reprodutivo materno entre os modelos testados (Tabela 1). Porém, o niumero de
ratas que apresentaram perda pos-implantagao entre os grupos foi diferente. Apenas
26% das ratas dos modelos STZ0 somados mostraram perda. Nos modelos STZ4
essa taxa foi de 70%, mostrando que o tratamento com STZ no quarto dia pode

levar a alteracdes metabdlicas que prejudicam o desenvolvimento embrionario.
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Tabela 1. Desempenho reprodutivo materno de ratas Wistar com DM induzidos por diferentes
modelos.

STZ0/Acas90 STZ4/Acas90 STZ0/Acasl1l20 STZ4/Acas120

GP Materno 137,14+32,68 109,14+15,78 107,88+27,11  114,00£17,74

Implantagdo  12,57+2,57 11,1442 34 10,88+1,81 11,85+1,57
Reabsorcéo 0,57+1.13 0,86+0,69 0,38+0,74 1.08+1,32
E‘?rpos 13.71+2.,56 12 14+1,68 12.33+1,51 13.08+2,19
uteos
(0]
NV.F etos 12,00+3,06 10,29+2,36 10,50+2,39 10,62+1,71
IVOS
Perda Pré (%) 7.82 8,07 13,35 8,82
Perda P6s (%) 518 8,02 4.34 10,33

Peso Ninhada  85,04+23,94 72,28+15,44 71,62+17,93 72,02+10,28

3.6 Peso Fetal e Eficacia placentaria

O peso fetal foi classificado em pequeno (PIP), adequado (AIP) ou grande
(GIP) para a idade de prenhez (Merzouk et al., 2000). A distribuicdo dos fetos de
cada modelo de acordo com essa classificagdo € apresentada na Figura 12. Nos
quatro modelos testados, a maioria dos fetos foi classificada em AIP. Entretanto,
houve aumento expressivo na quantidade de fetos PIP nos modelos STZ0/Acas120
(37%) e STZ4/Acas120 (45%), praticamente equiparando-se ao numero de fetos AIP
do quarto modelo (55%). Além disso, a comparagéao das médias dos pesos dos fetos
entre os grupos (dados nao apresentados) mostra que o peso dos fetos no modelo
STZ0/Acas90 é significativamente maior do que no modelo STZ0/Acas120, e que os

pesos no modelo STZ4/Acas90 sdo maiores do que no modelo STZ4/Acas120. Tais



25

resultados, somados ao fato deste grupo apresentar menos eficacia placentaria, ver

Figura 13, sugere a ocorréncia de maior restricdo fetal no modelo STZ4/Acas120.

A Figura 13 mostra a eficacia placentaria de cada um dos modelos de indugao
ao diabete mellitus. O grupo STZ4/Acas120 mostrou menor eficacia placentaria
quando comparado aos outros trés modelos. A hiperglicemia pode alterar o
desenvolvimento adequado da placenta e comprometer as trocas materno-fetais
gerando uma condi¢do conhecida como Restricdo do Crescimento Intrauterino
(RCIU). A RCIU é uma das principais causas de fetos abaixo o peso ideal para a
idade gestacional e pode ser consequéncia do tratamento com STZ (URIU-HARE et
al., 1985). Portanto, os resultados mostram que a ocorréncia de restricdo de
crescimento intrauterino no modelo STZ4/Acas120 esta relacionada a insuficiéncia

placentaria.

Classificacao dos fetos filhos de maes diabéticas
segundo o peso corpdreo
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Figura 12 Porcentagem de fetos PIP (Pequeno para Idade de Prenhez), AIP (Adequado para Idade
de Prenhez) e GIP (Grande para Idade de Prenhez) dentro de cada modelo de indugédo do DM. *
Diferenca estatisticamente significativa entre a porcentagem de fetos PIP no modelo STZ0/Acas120
quando comparado ao modelo STZ0/Acas90. + Diferenca estatisticamente significativa entre a
porcentagem de fetos PIP no modelo Acas120/ST4 quando comparado ao modelo STZ4/Acas90.
(Qui-quadrado p<0,05)
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Médias e desvios-padrao da eficacia placentaria de filhos
de ratas Wistar diabéticas
16
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Acas90/STZ0 Acas90/STzZ4 Acas120/STz0 Acas120/STz4

Figura 13 Média e desvio padrdo do indice placentario de filhos de ratas Wistar submetidas a
diferentes modelos de inducdo do diabete mellitus gestacional. * Diferenca estatisticamente
significativa entre 0 STZ4/Acas120 e os outros trés modelos (ANOVA nao paramétrico seguido de
teste t e correcdo de Bonferroni para p<0,05).

4. Conclusao

A inducao no D4 se mostrou mais eficiente por apresentar maior intolerancia a
glicose no TOTG aos 90 dias, indicando menor taxa de regeneracao da massa de
células beta. Além disso, o grupo induzido no D4 apresentou menor perda de
animais apos o tratamento com STZ. Os parametros maternos durante a gestacéo
nao variaram entre os grupos, porém a perda pos-implantagdo foi maior nos animais
induzidos no D4. Os parametros fetais também sofreram alteragdo. O modelo
STZ4/Acas120 mostrou maior numero de fetos pequenos para idade de prenhez e
menor eficiéncia placentaria, sugerindo que os fetos deste modelo sofram de maior
restricdo de crescimento intrauterino. Portanto, o modelo de inducédo ao diabete no
D4 com acasalamento aos 4 meses (STZ4/Acas120) mostrou-se mais representativo

em relacao aos parametros encontrados no DMG clinico.
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