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RESUMO

O ambiente intrauterino e a influéncia de fatores ap6s o nascimento podem influenciar
o desenvolvimento embriofetal e a vida adulta dos descendentes, aumentando o risco
para o aparecimento de doengas. O objetivo foi avaliar a relacdo entre as células
endocrino-pancreaticas e receptor de leptina das ilhotas do pancreas de descendentes
adultas submetidas a dieta hiperlipidica advindas de ratas diabéticas. Foram utilizadas
ratas Sprague Dawley, filhas de diabéticas, e expostas a dieta hiperlipidica (DHL) desde
o desmame até a vida adulta (120 dias). Foram constituidos quatro grupos
experimentais (n=5 animais/grupo): 1) descendentes de mées ndo-diabéticas (controle)
expostas a dieta padrao (FContDP), 2) descendentes de maes nao-diabéticas que foram
expostas a dieta hiperlipidica (FContDHL), 3) descendentes de méaes diabéticas e que
foram expostas a dieta padrao (FDModDP), 4) descendentes de maes diabéticas que
foram expostas a dieta hiperlipidica (FDModDHL). Na vida adulta, todas as ratas foram
submetidas ao teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e, aos 120 dias de vida, as ratas
foram anestesiadas e eutanasiadas para coleta do pancreas para andlise
imunoistoguimica para os horménios enddécrino-pancreaticos, caspase-3 clivada, Ki-67
e receptor de leptina. Nao houve diferenca na area das ilhotas pancreaticas entre os
quatro grupos experimentais. Os grupos FContDHL e FDModDP apresentaram um
aumento na porcentagem de células imunomarcadas para insulina e uma diminuigéo na
porcentagem e intensidade de marcagédo para somatostatina. Ja o grupo FDModDHL
apresentou um aumento na porcentagem de células imunomarcadas para insulina e um
aumento na porcentagem de células e intensidade de marcacao para glucagon. Os trés
grupos experimentais que sofreram o0s insultos apresentaram aumento na
imunomarcagdo para Ki-67. As ratas FContDHL apresentaram aumento da
porcentagem de células imunomarcadas para caspase-3 clivada, enquanto o grupo
FDMod DP teve reducéo destas. J4, os grupos FDModDP e FDModDHL mostraram
menor imunomarcacdo para o receptor de leptina no pancreas endécrino. Houve
aumento progressivo da glicemia nos grupos FContDHL, FDModDP e FDModDHL em
relagdo ao grupo controle. Portanto, a associagdo entre diabete materno e/ou
administracdo de dieta hiperlipidica promove alteracdes na relagdo entre a triade
hormonal pancreética e receptores de leptina no pancreas endocrino de descendentes
na vida adulta. Por sua vez, estas altera¢des nas ilhotas pancreaticas ndo sdo capazes
de causar a diminui¢do na glicemia da prole, contribuindo para o desenvolvimento de
intoler&ncia a glicose na vida adulta, mostrando a necessidade de um controle glicémico
antes da prenhez e o oferecimento de uma dieta balanceada para os descendentes.

Palavras-chave: diabete, dieta hiperlipidica, pancreas, roedores, descendentes.
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1 - INTRODUCAO

Fatores ambientais e maternos atuam no inicio da vida e podem repercutir
na vulnerabilidade a doencas e no processo da saude na vida adulta
(GLUCKMAN et al., 2010), conforme verificado em estudos clinicos e
experimentais (HANSON & GLUCKMAN, 2014). Isso mostra que 0 organismo é
susceptivel a eventos especificos que ocorrem durante uma janela critica do
desenvolvimento, a qual poderé alterar sua trajetdria com efeitos persistentes no
fenétipo do individuo (BARKER, 2007; RABADAN-DIEHL & NATHANIELSZ,
2013) de acordo com o conceito denominado Origens Fetais das Doencas
Adultas (do inglés Fetal Origins of Adult Disease — FOAD) (BARKER, 2007).

Posteriormente, diversos estudos mostraram que o processo de saude e
de doenca na vida adulta ndo provém somente de eventos que ocorrem durante
o desenvolvimento embriofetal, mas também de todo o periodo de
desenvolvimento, infancia e adolescéncia (SUZUKI, 2018). Portanto, insultos
durante o periodo perinatal podem programar o individuo para alteracdes
negativas ou positivas em sua salude em estagios mais avancados da vida
(HANSON & GLUCKMAN, 2014), conceituando esta hipétese mais recente
como Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca (do inglés
Developmental Origins of Health and Disease — DOHaD) (HANSON &
GLUCKMAN, 2014). Dentre estes insultos, podemos mencionar o Diabetes
mellitus (DM), tipos de alimentacdo e obesidade, que afetam negativamente o
ambiente intrauterino e alteram o desenvolvimento e o metabolismo embriofetal
(RINAUDO & WANG, 2012).

Diabetes mellitus (DM) é uma doenc¢a crbnica que ocorre quando o
pancreas ndo sintetiza insulina suficiente ou sua acéo € ineficiente no organismo
(World Health Organization - WHO, 2021). A Associacao Americana de Diabetes
(ADA) destaca diversas classes de DM, dentre elas Diabetes mellitus tipo 1
(DM1), que se caracteriza pela destruicdo autoimune das células beta (B)-
pancreaticas, levando a deficiéncia absoluta na sintese de insulina; Diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), caracterizado pela resisténcia insulinica e secrecdo
inadequada de insulina pelas células B-pancreéticas e o DM gestacional, que se
caracteriza por intolerancia a glicose diagnosticada na gravidez (ADA, 2021).

Durante a gestacao diabética, diversos efeitos adversos podem ocorrer
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na vida adulta dos descendentes, como o0 risco aumentado para o
desenvolvimento de obesidade, DM2 e caracteristicas da sindrome metabdlica
(BURLINA et al., 2019). Os mecanismos fisiopatologicos relacionados ao diabete
e as suas complicagfes ainda ndo estdo totalmente esclarecidos e estudos em
humanos séo limitados ndo sé por razdes éticas, mas também devido a
influéncia de variaveis incontrolaveis, tais como dieta, fatores socioeconémicos,
nutricionais e genéticos (LOPEZ-SOLDADO & HERRERA, 2003). Portanto, ha
necessidade do desenvolvimento e emprego de modelos experimentais
adequados para melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos
envolvidos nas alteracBes adaptativas e aparecimento de possiveis doencas
para o animal diabético e/ou para seus descendentes em diferentes idades.

Embora o desenvolvimento de modelos experimentais para inducédo do
diabete seja necessario, a compreensao das diferencas e semelhancas entre o0s
animais de laboratério (murinos: ratos e camundongos) e humanos também é
relevante. Com relacéo a este estudo, cabe destacar que as ilhotas pancreaticas
representam de 1 a 4% de todo o pancreas com uma distribuigéo parcialmente
homogénea por todo o 0Orgdo tanto em humanos como nos roedores
(DOLENSEK et al., 2015). Entretanto, a microarquitetura das ilhotas
pancreaticas difere entre as duas espécies. O pancreas enddécrino de roedores
€ organizado em um padrdo mantle-core, i. e., as células p-pancreaticas (que
sintetizam e secretam insulina) estédo localizadas no centro das ilhotas. Ja as
células alfa (o) e delta (8)-pancreéticas, que sintetizam e secretam glucagon e
somatostatina, respectivamente, estdo localizadas na periferia das ilhotas
pancreaticas (DOLENSEK et al., 2015). Em humanos, além do padrdo mantle-
core em ilhotas pequenas (<100 um de didmetro), as células enddcrinas podem
estar dispersas de forma desorganizada nas ilhotas pancreaticas maiores
(DOLENSEK et al., 2015).

Para reproduzir a glicemia do DM2, a indugao do diabete em ratos pode
ser feita no periodo neonatal, sendo este modelo experimental denominado de
diabete moderado (GALLEGO et al., 2018). A presenca de diabete moderado
durante a prenhez de ratas pode comprometer o desenvolvimento pancreatico
dos descendentes e a maturagdo pos-natal das células enddcrinas das ilhotas
pancreaticas (IESSl et al., 2016). O primeiro més pos-natal de ratos € um periodo

de muitas alteracdes no pancreas endocrino, dentre elas a replicacao das células

20



B-pancreéticas no periodo perinatal. A medida que novas células sdo geradas,
sofrem maturacéo, o que confere habilidade de secretar insulina pelas células B-
pancreéticas de acordo com os niveis glicémicos (MARQUEZ-AGUIRRE et al.,
2015). Um dos métodos para caracterizar a atividade proliferativa de células é a
andlise da proteina Ki-67. Esta proteina € expressa no nucleo da célula durante
o ciclo celular, exceto para a fase GO (GRAEFE et al., 2019), o que significa que
as células que néo se dividem saem do ciclo celular e entram em senescéncia
(fase GO) (POON, 2016).

Apds o desmame dos animais, ocorre um aumento na taxa de apoptose
e, apos o primeiro més de vida pds-natal, as alteragcdes diminuem (BONNER-
WEIR et al.,, 2016). Apoptose é um processo fisiolégico que permite a
manutencdo da homeostase em organismos multicelulares (BERNARD et al.,
2019). A apoptose é uma via de morte celular ndo inflamatdria mediada pela
ativacdo de caspases e pode ocorrer tanto pela via extrinseca como pela via
intrinseca (BARBER, 2001; TAYLOR et al., 2008). A via extrinseca é ativada
atraves da sinalizagdo de receptores de morte celular localizados na membrana
da célula, enquanto a via intrinseca é ativada por meio de danos mitocondriais
(ROGERS et al., 2017). Entretanto, ambas as vias convergem para a ativacao
da caspase-3 (TAYLOR et al., 2008). A caspase-3 é uma cisteina-protease que
exerce importante funcdo na apoptose por meio da clivagem de proteinas-chave
(OGANE et al., 2018). Esta enzima € sintetizada como uma proenzima inativa,
procaspase-3, sendo ativada por sua clivagem durante a apoptose, sendo a
forma ativa denominada de caspase-3 clivada (OGANE et al., 2018).

Com relagdo ao pancreas enddécrino de ratas com diabete moderado,
Gallego et al. (2019) realizaram uma analise temporal da morfologia pancreética
de ratas (aos 5, 10, 15 e 30 dias de vida) e verificaram que as ratas apresentaram
alteracdes morfolégicas em suas ilhotas pancreaticas. Houve diminuicdo da area
das ilhotas pancreaticas em ratas diabéticas com 5 dias de vida e também da
porcentagem de células imunomarcadas para insulina quando estas ratas se
encontravam com 10, 15 e 30 dias de vida. Além disso, as ratas diabéticas
apresentaram um aumento na porcentagem de células imunomarcadas para
glucagon e somatostatina com 10, 15 e 30 dias de vida. Quanto aos niveis
glicémicos, os animais diabéticos com 5 e 30 dias de vida apresentaram

hiperglicemia. Quando o estudo foi realizado no 18° dia de prenhez, as ratas
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diabéticas também apresentaram hiperglicemia e alteragdes morfoldgicas nas
ilhotas pancreéticas semelhantes ao estudo sem prenhez de Gallego et al., com
a diminuicdo da porcentagem de células imunomarcadas para insulina e
aumento da porcentagem de células imunomarcadas para glucagon e
somatostatina (GALLEGO et al., 2018).

Além do ambiente intrauterino desfavoravel, o estilo de vida atual com alto
consumo de gordura, reducdo da pratica de atividades fisicas, estresse e
ansiedade sdo alguns dos vérios fatores implicados no desenvolvimento de
diabete, obesidade e outros distlirbios metabdlicos (KEITH et al., 2006). O
consumo de uma dieta rica em gorduras esta relacionado ao aumento do risco
para obesidade, diabete e sindrome metabdlica, sendo a resisténcia a insulina o
aspecto fundamental na etiologia destes distlrbios (DESPRES & LEMIEUX,
2006; GAMBINERI et al., 2006; CORDNER & TAMASHIRO, 2015). Entretanto,
ha pouco entendimento sobre a faixa etaria exata de tolerancia as respostas
adaptativas, mas sabe-se que as doencas se manifestam quando os nutrientes
do ambiente pds-natal sdo consideravelmente diferentes daqueles aos quais o
feto foi exposto no meio intrauterino (GLUCKMAN & HANSON, 2004).

Frente ao exposto e na tentativa de reproduzir a influéncia dos fatores
ambientais no desenvolvimento de doencas, existem varios modelos
experimentais, dentre eles 0 uso de dietas hiperlipidicas (DHL), associadas ou
ndo a outros produtos, como acucar (FERRON et al.,, 2018) e alimentos
ultraprocessados, ndo saudaveis, mas saborosos (por exemplo, bacon, muffins
e biscoitos), chamada de dieta cafeteria, dieta de junk food, “dieta de
supermercado” ou “dieta ocidental” (LALANZA & SNOEREN, 2021).

Considerando apenas a administracdo da dieta hiperlipidica, foram
observadas alteracdes tanto em animais quanto em seus descendentes (CERF,
2018; GAWLINSKA et al., 2021). Estudos mostram que ratos que receberam
DHL durante a vida adulta apresentaram hiperglicemia e aumento do indice
HOMA-IR (Homeostasis model assessment — modelo matematico que prediz a
resisténcia a insulina pela medida da glicemia e insulina de jejum) (GELONEZE
& TAMBASCIA, 2006; ROZA et al.,, 2016; FRANCISQUETI et al., 2017). O
consumo de DHL durante a prenhez e lactacdo de ratas aumenta o ganho de
peso corporeo, causa intolerancia a glicose (SRINIVASAN et al., 2006; DESAI et
al., 2014) e resisténcia a insulina nos descendentes (DESAI et al., 2014). Ja os
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descendentes de ratas, que consumiram dieta hiperlipidica somente durante a
prenhez, também apresentaram alteracdes como hiperglicemia e reducédo no
tamanho das células B-pancreaticas aos 21 dias de vida, prejudicando a
secrecédo de insulina (CERF et al., 2007).

Em relagdo a porcentagem de gordura utilizada nas dietas, ndo ha
consenso e os dados diferem entre os estudos. Com isso, a falta de informacdes
adequadas sobre a composicdo das dietas € muito comum na literatura. As
diferencas sutis existentes entre as dietas, como a fonte de gordura utilizada e
as proporcdes de minerais e &cidos graxos podem afetar significantemente
parametros metabdlicos (PAULA et al., 2021a). Consequentemente, a falta da
padronizacdo e de informacdes apropriadas nas metodologias dos artigos
cientificos sobre o preparo, constituintes e periodo de administracdo das dietas
hiperlipidicas tornam a reprodutibilidade dos experimentos desafiadora
(MORAES-SOUZA et al., 2021).

Estudos realizados em nosso laboratério de pesquisa mostraram que a
exposicdo de descendentes de ratas diabéticas a um ambiente intrauterino
hiperglicémico associada a ingestao de uma dieta hiperlipidica ap6s o desmame
promoveu o aumento do peso relativo de gordura visceral (PAULA et al., 2021b)
e do numero de adipdcitos hipertrofiados (SAULLO et al., 2021), confirmando o
quadro de resisténcia a insulina. Estes fatores levaram a uma disfuncao do perfil
lipidico por meio do aumento das concentragfes de colesterol total, triglicerideos
e da lipoproteina VLDL (do inglés — Very Low Denstity Lipoprotein) e também
uma disfuncao do perfil imunoldgico destes animais, evidenciado pela diminuicao
das concentracbes das citocinas IL-6 e IL-10 (PAULA et al., 2021b). Estas
alteracBes favoreceram o desenvolvimento da resisténcia a insulina, confirmado
pelo aumento do indice TyG (modelo matemético que prediz a resisténcia a
insulina) (PAULA et al., 2021b).

Ha evidéncia que o excesso de gordura na dieta aumenta o contetdo
lipidico do tecido adiposo e nao-adiposo, que pode resultar em lipotoxicidade,
levando a disfuncéo e morte celular (WEISBERG et al., 2003). O tecido adiposo
atua como um érgédo enddcrino e paracrino altamente especializado, tendo efeito
local e sistémico (GNIULI et al., 2008). Entre os diferentes horménios liberados
pelos adipdcitos, chamados de adipocinas, a leptina desempenha um papel

fundamental no controle da ingesta alimentar no hipotdlamo e no gasto
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energético, regulando a saciedade e o peso corporal (MARGETIC et al., 2002;
NISWENDER & SCHWARTZ, 2003). Embora varios fatores modulem a secrecao
de leptina, seus niveis plasmaticos sdo frequentemente proporcionais a massa
corporal gorda (MARGETIC et al., 2002). Sua a¢do é mediada pela ativagdo do
receptor de leptina (LepR), que € altamente expresso no hipotalamo e cerebelo,
bem como em outros tecidos envolvidos no metabolismo, como o figado, tecido
adiposo e o pancreas endoécrino (ANUBHUTI & ARORA, 2008).

Notavelmente, a leptina pode inibir a expresséo e secrec¢ao de insulina
nas células B-pancreéticas, regulando a homeostase da glicose diretamente por
sua acao no pancreas enddcrino (MORIOKA et al., 2007; COVEY et al., 2006).
Uma vez que a insulina também estimula a liberacdo de leptina a partir dos
adipdcitos, existe um feedback bidirecional entre as células B-pancreéticas e o
tecido adiposo. Ja foi proposto em trabalhos anteriores que a desregulacéo desta
comunicacdo possa ter papel no desenvolvimento do diabete em individuos
obesos (MORIOKA et al., 2007; COVEY et al., 2006).

Apesar das células alfa (o) e delta (8)-pancreaticas expressarem o LepR,
a funcéo da leptina nestas células ainda é incerta (PEREIRA et al., 2021). No
diabete, a secrecéo de glucagon e somatostatina ndo responde adequadamente
as alteracdes da glicose, o que leva a problemas adicionais no controle dos
niveis de glicose em pacientes e ratos diabéticos, além das dificuldades
derivadas do mau funcionamento das células B (DUNNING et al., 2007;
QUESADA et al., 2008; IESSI et al., 2016). A leptina foi revelada como um
importante modulador da homeostase da glicose por acéo direta sobre as células
B, mas ha evidéncias também de que a leptina também poderia ter um papel na
diminuicdo da secrecdo de glucagon nas células o (PEREIRA et al., 2021). H&
evidéncia de que a funcdo das células a pode ser modulada pelo tecido adiposo
pela via de sinalizac&o de leptina.

Pelo fato de ndo existirem trabalhos visando o estudo da triade hormonal
(insulina, glucagon e somatostatina) pancreatica em descendentes de
diabéticas, expostos ou ndo a uma dieta hiperlipidica e sua relagdo com o
receptor de leptina, este estudo pretende realizar uma discussao de forma
integrada entre os trés principais horménios pancreaticos e a relacdo de morte e

proliferacdo celular dessas células, e fazer um paralelismo com a situacéo
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humana atual sobre a alta incidéncia de diabete intergeracional e do aumento do
consumo de dieta rica em gorduras, visando explicar os mecanismos das
alteracdes observadas em trabalhos prévios realizados em nosso laboratorio.
Nossa hipotese € que as ratas expostas a um ambiente intrauterino
hiperglicémico e submetidas a dieta rica em gorduras apés o desmame
apresentem alteragbes nas imunomarcacbes das células endocrino-
pancreaticas e que haja o comprometimento do acoplamento da leptina a seu
receptor, interferindo no processo de morte e divisdo celular das células beta,
alfa e delta.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Avaliar a relacédo entre as células endocrino-pancreaticas e receptor de
leptina das ilhotas do pancreas de descendentes adultas submetidas a dieta

hiperlipidica advindas de ratas diabéticas.

2.2 — Objetivos Especificos — relacionados as ratas-filhas:

v' Estabelecer e relacionar a éarea das ilhotas pancreaticas com
marcadores hormonais das ilhotas pancreéticas, de proliferacdo (Ki-67) e
morte celular (Caspase -3 clivada).

v Determinar e avaliar a porcentagem de células enddécrino-
pancredticas imunomarcadas por insulina, glucagon, somatostatina,
Caspase-3, Ki-67 e receptor de leptina.

v' Determinar e analisar a intensidade de marcacao da triade hormonal
pancredtica (insulina, glucagon e somatostatina).

v/ Calcular e interpretar a area sob a curva (em inglés AUC = area under
the curve) glicémica.

v" Relacionar os dados sobre as imunomarcacbes dos diferentes

parametros analisados utilizando analises de correlacdo estatistica.
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3 - MATERIAIS E METODO

Trata-se de um subprojeto incluido em um projeto maior (“guarda-chuva”)
intitulado “Avaliacdo de descendentes expostas ao diabete moderado intrautero,
submetidas a dieta hiperlipidica no periodo pos-natal e tratadas com mistura de
calcio e vitamina D durante a prenhez (Processo FAPESP 2016/25207-5)", sob
responsabilidade da Profa. Dra. Débora C. damasceno. Este projeto foi
autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina de Botucatu — FMB/UNESP (Protocolo Numero 1218-2017).

Os procedimentos realizados do item 3.1 ao 3.4 relacionados ao
manuseio e cuidado dos animais e a coleta das amostras ja haviam sido
executados anteriormente por outros integrantes da nossa equipe de pesquisa,
mas foram inseridos neste texto para melhor compreensdo da sequéncia
metodoldgica. Portanto, para desenvolvimento deste estudo, foi realizada a
confeccdo de laminas histolégicas para as analises morfologicas
(Hematoxilina/Eosina e imunoistoquimica) do tecido pancreatico ja coletados e
a interpretacdo de dados obtidos com estas analises e a reagdo com outros
parametros obtidos em estudos anteriores.

Para melhor compreensdo da sequéncia do experimento realizado no
projeto maior e parte deste estudo, foi organizado um fluxograma apresentado
como Figura 1.
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3.1 — Sequéncia experimental (Figura 1).

Acasalamento de fémeas (n=16)
Sprague Dawley (matriz) com

machos (n=6)

MY
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Recém-nascidos fémeas distribuidas
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u

~
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=
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Tolerancia a glicose (TOTG): -
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critério de inclusdo e exclusdo
90 dias de vida - acasalamento
37.5% nio
ficam prenhes
Acasalamento com machos
T nio diabéticos Fem a )
-7 n=5 a1 n=10 ratas
prenhes
e

v

Periodo de Prenhez

Parto vaginal — obtencado de recém-nascidas fémeas priorizando a continuidade do experimento
Desmame — foram utilizadas 2 fémeas por ninhada para comporem os grupos experimentais

v
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- filhas de
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\
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(FContDHL)

_J

G
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padrio
(FDModDP)

n=10 ratas filhas de
diabéticas com dieta
hiperlipidica
(FDModDHL)

Alimentacdo - dieta padrdo ou hiperlipidica do desmame até os 120 dias de vida
115 dias de vida - TOTG
120 dias de vida — anestesia com tiopental sodico e eutanasia para coleta de tecido pancreatico

Figura 1. Sequéncia experimental.
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3.2 - Sequéncia experimental da geracéo parental
O objetivo da geracdo parental foi criar um ambiente intrauterino
hiperglicémico levando a programacéo fetal a partir da inducdo do diabete

moderado.

3.2.1 —Tipo de estudo e animais

Foi realizado um estudo experimental de caracter prospectivo e analitico.

Foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley, fémeas e machos,
pesando em torno de 200 g e 250 gramas (g), respectivamente, adquiridos do
Biotério da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB_UNICAMP) e mantidos
no Biotério do Laboratério de Pesquisa Experimental de Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp sob condi¢cbes
controladas de temperatura (22+2°C), umidade (60+10%) e ciclo claro/escuro
(12h). Os animais foram mantidos em namero de trés por caixas de polipropileno
(41x34x16 cm) com maravalha autoclavada e com enriqguecimento ambiental
(bolas de papel). Agua filtrada e racdo foram oferecidas ad libitum. Os
procedimentos e manuseio de animais utilizados neste estudo estdo de acordo
com as orientacdes fornecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e autorizados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB/UNESP
(Protocolo N° 1218/2017).

3.2.2 - Inducéo do diabete moderado

Para a inducdo do diabete moderado (DMod), as fémeas foram
distribuidas aleatoriamente por geracdo de numeros randdmicos por um
software de computador (https://www.randomizer.org). Para isso, foi utilizada a
droga B-citotéxica Streptozotocin (STZ, Sigma Aldrich®), na dose de 70 mg/kg,
aplicada nas ratas com cinco dias de vida via subcutanea no periodo da manha
(KISS et al., 2009 - modificado). As fémeas do grupo nao-diabético (controle)
receberam volume do veiculo (tampéo citrato — 0,01 M, pH 4,5) correspondente
ao do grupo que recebeu a droga diabetogénica no mesmo dia. Apos a indugéo,
as ratas recém-nascidas continuaram com suas maes (maximo de oito fémeas
= numero de tetas funcionais para aleitamento) até o término do periodo de

amamentacao (21 dias).
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3.2.3 - Confirmacédo do diabete moderado e critérios de inclusdo e
excluséo

Aos 75 dias de vida das ratas, o Teste Oral de Tolerancia a Glicose
(TOTG) foi realizado como critério de inclusdo das ratas nos grupos com diabete
moderado e controle (SINZATO et al., 2021). No inicio da manha, a racao foi
retirada de todas ratas que foram submetidas ao TOTG. ApOs seis horas de
jejum, foi coletada uma gota de sangue por um pequeno corte na extremidade
da cauda das ratas para determinacéo glicémica (tempo 0). Logo apds, as ratas
receberam solucao de glicose (0,2 g/mL) via intragastrica (gavage) na dose de
2,0 g/kg de peso corporeo. Decorridos 30, 60 e 120 minutos apdés a
administracdo da solucéo de glicose, as glicemias foram determinadas em
glicosimetro convencional, com valores limites = 200mg/dL, onde um valor
alterado confirma o diabete. Para as ratas do grupo controle foram considerados
trés valores limites < 140mg/dL. Os animais que receberam o STZ e
apresentaram o TOTG inalterado e as ratas do grupo ndo-diabético que
apresentaram TOTG alterado foram anestesiadas, eutanasiadas e excluidas do

estudo.

3.2.4 - Periodo de acasalamento, prenhez e amamentacao

Aos 90 dias de vida, as ratas controles e diabéticas foram distribuidas trés
a trés em caixas de polipropileno, forradas com maravalha e com enriquecimento
ambiental, na presenca de um rato macho saudavel. O procedimento para
acasalamento teve duracdo maxima de 15 dias para cada animal que
corresponde a pelo menos trés ciclos estrais. Nas manhés seguintes (7h-9h da
manha), os ratos machos foram removidos e o esfregaco vaginal foi realizado. A
presenca de espermatozoides nas laminas confirmou o diagndstico de prenhez,
que foi considerado o dia zero de prenhez (GALLEGO et al., 2018). Ratas que
nao acasalaram apos os 15 dias foram consideradas inférteis e excluidas do
estudo (PAULA et al., 2021b). Durante a prenhez, as ratas foram mantidas em
caixas individuais e a prole foi obtida por parto vaginal. Apés o nascimento, 0s
recém-nascidos machos foram eutanasiados e as recém-nascidas fémeas (duas
fémeas por mae para haver diversidade de filhotes/grupo) foram mantidas com
suas mées desde a lactacéo até o periodo de desmame (21 dias de vida). Apos
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o desmame, esses animais foram distribuidos nos grupos experimentais
correspondentes as suas maes. As ratas fémeas foram priorizadas para a

analise dos efeitos transgeracionais relacionados a prenhez.

3.3 - Sequéncia experimental dos descendentes oriundos de maes com diabete

moderado (DMod) e ndo-diabéticas (controle)

3.3.1 - Grupos experimentais

Logo ap6s o desmame, as descendentes fémeas foram distribuidas
aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=5 animais/grupo): 1) ratas
descendentes de maes controle e que receberam dieta padrdo ap6s o desmame
(FContDP); 2) ratas descendentes de maes controle e que receberam dieta
hiperlipidica apés o desmame (FContDHL); 3) ratas descendentes de maes
Dmod e que receberam dieta padrédo apés o desmame (FDModDP) e 4) ratas
descendentes de maes Dmod e que receberam dieta hiperlipidica ap6s o
desmame (FDModDHL).

3.3.2 - Tratamento com dieta padrdo ou hiperlipidica

As ratas descendentes de méaes controles e diabéticas receberam
aleatoriamente dieta padrao (controle) comercial (28,54% Kcal de proteina,
62,65% Kcal de carboidrato, 8,7% Kcal de gordura — racdo comercial de rato,
Purina®, Brasil) ou dieta hiperlipidica (23,43% Kcal de proteina, 46,63% Kcal de
carboidratos, 30% Kcal de gordura) (FRANCISQUETI et al., 2017 — modificado)
com relacdo a proporgcdo de gordura e carboidratos. A dieta foi administrada
desde o desmame até a vida adulta (120 dias de vida pds-natal) para compor os
guatro grupos experimentais.

A DHL (Figura 2) foi preparada em nossa Instituicdo, suplementada com
vitaminas e minerais e a fonte de gordura utilizada foi a banha de porco. Apds o
preparo, a racéo foi mantida sob refrigeracdo até o0 momento do consumo dos
animais. Devido ao fato de as dietas apresentarem caracteristicas visuais que
permitem facilmente sua distingdo, o cegamento dos cuidadores e/ou dos

investigadores nao foi possivel de ser realizado.
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Tabela 1. Composicéo das dietas experimentais.

Tipo de dieta

Dieta Dieta
Informac&o Padrao Hiperlipidica
Energia (kcal/g) 4,02 4,93
Mistura (%/100 g) 7,45 3,65
Matéria seca (%/100 g) 92,55 96,35
Minerais (% matéria seca) 6,66 2,84
Proteina crua (% matéria seca) 25,76 26,77
Extrato etéreo (% matéria seca) 3,49 15,19
Fibra crua (% matéria seca) 43,63 45,42

‘& 1

Figura 2. Racao hiperlipidica. Fonte: do autor
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3.3.3 - Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e area sob a curva (AUC)
Aos 115 dias de vida, foi realizado o TOTG. Apds jejum de 6 horas, a
glicemia sérica foi avaliada no momento O (jejum) pela de coleta de sangue por
um pequeno corte na extremidade da cauda do animal. ApGs a sobrecarga de
glicose, as glicemias foram avaliadas aos 30, 60 e 120 min (SINZATO et al.,
2021). A resposta total da glicose foi avaliada pela estimacao do calculo da area

sob a curva (AUC), usando o método trapezoidal (TAI, 1994).

3.4 - Morte dos animais e coleta das amostras

Aos 120 dias de vida, as ratas de cada grupo foram avaliadas quanto a
fase do ciclo estral e as fémeas em diestro (avaliacao realizada por esfregaco
vaginal) foram mantidas em jejum de 6 horas. Em seguida, foram levadas ao
laboratério e anestesiadas com tiopental sédico (Thiopentax®- dose de 120
mg/kg de peso corpoéreo) via intraperitoneal (PAULA et al., 2021b) e pesadas em
balanca semi-analitica. Em seguida, as ratas foram colocadas em decubito
dorsal, submetidas a decapitacao para coleta de sangue da regido do pescoc¢o
e laparotomia para coleta de tecido pancreatico. Os descendentes machos nao
foram utilizados neste estudo, mas foram doados a outros pesquisadores do

Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB)/Unesp para trabalhos em parceria.

3.5 — Analise morfologica das ilhotas pancreéticas

Os pancreas foram retirados, pesados (n= 5 pancreas por grupo) e
colocados em solucéo fixadora (formalina tamponada) por 24h e, em seguida,
acondicionadas em etanol 70%. Os tecidos pancreaticos foram desidratados em
imersdes subsequentes de concentracdes crescentes de alcool etilico,
diafanizados em solucdes de xilol, incluidos em parafina e cortes de 5um de
espessura foram obtidos usando micrétomo rotativo. Para realizacdo da analise
histoldgica convencional foi utilizado o miscroscopio Leica® e, para mensuracao
da area das ilhotas, foi usado o software ImageJ (NIH, EUA — livre acesso). Os
fragmentos foram desparafinizados, corados com hematoxilina e eosina (H&E)
e, em seguida, as laminas foram montadas. Para analise imunoistoquimica, os
cortes foram incubados com anticorpos especificos anti-insulina, anti-glucagon,
anti-somatostatina, anti-caspase-3 clivada, anti-Ki-67 e anti-receptor de leptina.
A recuperacéo antigénica foi realizada na panela de pressao Elite Bistro® com
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solugédo de citrato (pH 6,0) por 30 min para os anticorpos anti-insulina, anti-
glucagon, anti-caspase-3 clivada e anti-Ki-67 e por 20 min para o anticorpo anti-
receptor de leptina. Para anticorpo anti-somatostatina, ndo foi realizada a
recuperacéo antigénica. O blogqueio de peroxidase endégena (Dako®, CA, USA)
foi realizado por 20 min em estufa 27°C para todos os anticorpos. Para o bloqueio
de proteinas inespecificas, foi utilizado o bloqueio pronto para uso Protein Block
(Dako®, CA, USA) por 30 min em estufa 27°C para todos os anticorpos, com
excecao do anticorpo anti-Ki-67. O bloqueio com leite desnatado (Molico®,
Brasil) por 1 hora em temperatura ambiente e o bloqueio com peroxido de
hidrogénio 3% diluido em metanol por 30 minutos no escuro em temperatura
ambiente foram feitos para os anticorpos anti-Ki-67 e anti-receptor de leptina. As
diluicbes para os anticorpos primarios foram: 1:10.000 para anti-insulina
(Abcam®, EUA, Cédigo: ab8304 incubacdo por duas horas em estufa 27°C);
1:500 para anti-glucagon (Abcam®, EUA, Codigo: ab8055 - incubacéo por uma
hora em estufa 27°C), 1. 2000 para anti-somatostatina (Dako®, EUA, Cédigo:
a0566 - incubacao overnight em geladeira a 4°C), 1:50 para anti-caspase-3
clivada (Cell Signalling Technology®, EUA, Cédigo: 9661S - incubacédo overnight
em geladeira a 4°C), 1:300 para anti-Ki-67 (Elabscience®, EUA, Cédigo E-AB-
22027 — incubacédo overnight em geladeira a 4°C) e 1:200 para anti-receptor de
leptina (Elabsciense®, EUA, Cédigo: E-AB-33552 — incubacdo overnight em
geladeira a 4°C). Ap6s a incubacdo com o anticorpo primario, o anticorpo
secundario (Histofine, Germany) foi adicionado por 30 min em estufa 27°C. As
laminas foram coradas com DAB (3,3-diaminobenzidina) por 3 min a temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas foram contra-coradas por hematoxilina de
Harris e montadas.

As imagens foram capturadas usando o sistema de imagens
computadorizado (Software KS-300, versédo 3.0, Zeiss®), integrado a camera
digital imagem (CCD-IRIS / RGB, Sony®, China) e microscépio (DMR, Leica®,
Brasil). As células das ilhotas pancreaticas foram identificadas e classificadas
pela presenca de marcacao citoplasmatica para os anticorpos anti-insulina, anti-
glucagon, anti-somatostatina e anti-receptor de leptina, marcagao perinuclear
para o anticorpo anti-caspase-3 clivada e marcacgéo nuclear para o anticorpo
anti-Ki-67.
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Todas as reagOes foram acompanhadas de seus respectivos controles
positivos e negativos (Material Suplementar em Anexo). As imagens foram
analisadas por um avaliador cego utilizando o software ImageJ (NIH, EUA — livre
acesso) pela contagem do numero de células positivas e negativas para 0s
anticorpos. A porcentagem da imunomarcacao para cada parametro foi feita pela
razdo entre o numero de células marcadas e o numero total de células
multiplicado por 100 (GALLEGO et al., 2018). Para avaliacdo da sintese dos
horménios insulina, glucagon e somatostatina no pancreas endocrino, foi feita a
andlise de intensidade de marcacdo pelo software ImageJ (NIH, EUA — livre
acesso) (GALLEGO et al., 2018).

3.6 — Célculo do tamanho amostral e andlise estatistica

Considerando 0s quatro grupos experimentais, baseado nos
experimentos anteriores realizados em nosso laboratério com poder de 90% e
confiabilidade de 95%, o tamanho amostral foi de 5 ratas por grupo. Os
resultados foram estatisticamente analisados para comparacgéo entre as médias
dos grupos e estabelecida as possiveis relacdes entre valores normais ou
alterados das diferentes variaveis com auxilio de um especialista em
Bioestatistica. Em relacdo a quantidade de células imunomarcadas, foram
calculados 5 pancreas/grupo, sendo analisadas 10 ilhotas por pancreas
perfazendo um total de 50 ilhotas/grupo. Para cada ilhota, foram analisadas pelo
menos 100 células, perfazendo um total de 5.000 células/grupo. O calculo foi
realizado considerando um poder de 90% e confiabilidade de 95% pelo programa
STATISTICA 10.0.

Para analise comparativa da intensidade de marcagédo para insulina,
glucagon, somatostatina e glicemia da AUC, o Teste de Distribuicdo Gama
seguido do Teste de Comparacdes Mdultiplas de Wald foi utilizado pois a
distribuicdo dos dados foi assimétrica. Para as analises das areas das ilhotas
pancreaticas e porcentagens de células imunomarcadas para Ki-67, caspase-3
clivada e receptor de leptina, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA)
seguida do Teste de Comparagbes Multiplas de Tukey. Para comparar as
porcentagens de células imunomarcadas para glucagon e somatostatina, foi
realizado o Teste de Distribuicdo Binomial Negativa seguida do Teste de
Comparagbes Mudltiplas de Wald. Para a porcentagem de células
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imunomarcadas para insulina, foi utilizado o ajuste por Distribuicdo de Poisson
seguido do Teste de Comparacdes Multiplas de Wald. Para correlacéo entre as
variaveis do estudo, foi feito o Teste de Correlacdo de Pearson. Para todas as
comparacdes, foi considerado limite minimo de significancia estatistica de
p<0,05.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Analise morfoldgica das ilhotas pancreaticas

4.1.1 — Area das ilhotas pancreéticas
Em relacdo a area das ilhotas pancreéaticas, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre grupos experimentais (Figura 3).

4.1.2 — Porcentagem de células imunomarcadas para insulina

Como mostra a Figura 4, os animais dos grupos FContDHL, FDModDP e
FDModDHL apresentaram maior porcentagem de células imunomarcadas para
insulina (Figuras 4B, 4C e 4D) em comparacao ao grupo FContDP (Figura 4A).
Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa da porcentagem
de células imunomarcadas para insulina entre os grupos FContDHL, FDModDP
e FDModDHL.
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Figura 3. Area das ilhotas pancreéaticas (H&E) de ratas filhas de maes controles (FCont) e mées diabéticas (FDMod) submetidas a
dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (DHL) apés o desmame até a vida adulta (120 dias de vida). (A) Fotomicrografia de ilhota
pancreética do grupo FContDP; (B) Grupo FContDHL; (C) Grupo FDModDP; (D) Grupo FDModDHL; (E) Area das ilhotas pancreaticas

(pixel/um?). A seta e o contorno em preto em cada micrografia representam as ilhotas pancreaticas. Aumento de 40x.

Dados apresentados como média + desvio-padrao (n=5 animais/grupo; n=50 ilhotas/grupo).

P > 0.05 — sem diferenca estatisticamente significativa.
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igura 4, Porentagem de células imunomarcadas anti-insulina de ratas filhas de maes controles (FCont) e maes diabéticas (FDMod)

|
n

submetidas a dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (DHL). (A) Fotomicrografia de ilhota pancreatica imunomarcada para insulina do
grupo FContDP; (B) Grupo FContDHL; (C)Grupo FDModDP; (D) Grupo FDModDHL; (E) Porcentagem (%) de células imunomarcadas

para insulina. A seta preta em cada micrografia destaca as imunomarcacdes nas ilhotas pancreaticas. Aumento de 40x.

Dados apresentados como média * desvio-padrdo (n=5 animais/grupo; n=50 ilhotas/grupo nos grupos FContDP, FContDHL e FDModDP; n=47 ilhotas/grupo
no grupo FDModDHL).
*np<0,05 — comparado ao grupo FContDP (ajuste pelo Teste de Distribuicdo de Poisson, seguido pelo Teste de Comparag¢des Mdltiplas de Wald).
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4.1.3 — Porcentagem de células imunomarcadas para glucagon

As ratas do grupo FDModDHL (Figura 5D) apresentaram aumento da
porcentagem de células imunomarcadas para glucagon em relacdo aos demais
grupos. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
FContDHL e FDModDP em relacdo ao grupo FContDP (Figuras 5A, 5B e 5C).

4.1.4 — Porcentagem de células imunomarcadas para somatostatina

Quanto a imunomarcagdo de somatostatina, os grupos FContDHL e
FDModDP (Figuras 6B e 6C) apresentaram uma menor porcentagem de
marcacdo em comparacdo a do grupo FContDP. Os animais do grupo
FDModDHL mostraram aumento na porcentagem de células imunomarcadas
para somatostatina em relacdo aos grupos FContDHL e FDModDP (Figuras 6A
e 6D).
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Figura 5. Porcentagem de células imunomarcadas anti-glucagon de ratas filhas de maes controles (FCont) e maes diabéticas

(FDMod) submetidas a dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (DHL). (A) Fotomicrografia de ilhota pancreatica imunomarcada para
glucagon do grupo FContDP; (B) Grupo FContDHL,; (C) Grupo FDModDP; (D) Grupo FDModDHL; (E) Porcentagem (%) de células
imunomarcadas para glucagon. A seta preta em cada micrografia destaca as imunomarcacdes nas ilhotas pancreaticas. Aumento
de 40x.

Dados apresentados como média + desvio-padrdo (n=5 animais/grupo; n=50 ilhotas/grupo).
*p<0,05 -comparado ao grupo FContDP; #p<0,05 - comparado ao grupo FContDHL; $p<0,05 - comparado ao grupo FDModDP (Teste de Distribuicdo Binomial
negativa seguido do Teste de Comparac¢8es Mdltiplas de Wald).
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(FDMod) submetidas a dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (DHL). (A) Fotomicrografia de ilhota pancreéatica imunomarcada para
somatostatina do grupo FContDP; (B) Grupo FContDHL; (C) Grupo FDModDP; (D) Grupo FDModDHL; (E) Porcentagem (%) de
células imunomarcadas para somatostatina. A seta preta em cada micrografia destaca as imunomarcacdes nas ilhotas pancreaticas.

Aumento de 40x.

Dados apresentados como média + desvio-padrdo (n=5 animais/grupo; n=50 ilhotas/grupo nos grupos FContDP, FContDHL e FDModDP; n=46 ilhotas/grupo
no grupo FDModDHL).

*p<0,05— comparado ao grupo FContDP; #p<0,05 — comparado ao grupo FContDHL; $p<0,05 — comparado ao grupo FDModDP (Teste de Distribui¢cdo Binomial
negativa seguido do Teste de Comparagfes Multiplas de Wald).
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4.1.5 — Porcentagem de células imunomarcadas para Ki-67

Na figura 7, os grupos FContDHL, FDModDP e FDModDHL (Figuras 7B,
7C e 7D) apresentaram um aumento na imunomarcacdo para Ki-67 quando
comparados com grupo FContDP (Figura 7A). Além disso, o grupo FDModDHL
apresentou uma menor porcentagem de células imunomarcadas para Ki-67 em
relacdo ao grupo FDModDP e uma maior imunomarcacao em comparacdo com
0 grupo FContDHL.

4.1.6 - Porcentagem de células imunomarcadas para caspase-3 clivada

Em relacdo a imunomarcacdo para caspase-3 clivada, os animais do
grupo FContDHL (Figura 8B) apresentaram um aumento da porcentagem de
células imunomarcadas em comparacdo com o grupo FContDP (Figura 8A). O
grupo FDModDP (Figura 8C) apresentou uma diminuicdo da imunomarcagao
para caspase-3 clivada quando comparado com o grupo controle. Ja as ratas do
grupo FDModDHL (Figura 8D) apresentaram um aumento na porcentagem de
células imunomarcadas para caspase-3 clivada em relacéo aos grupos FContDP
e FDModDP.
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Figura 7. Porcentagem de células imunomarcadas anti-Ki-67 de ratas filhas de maes controles (FCont) e maes diabéticas (FDMod)

submetidas a dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica (DHL). (A) Fotomicrografia de ilhota pancreatica imunomarcada para Ki-67 do
grupo FContDP; (B) Grupo FContDHL; (C)Grupo FDModDP; (D) Grupo FDModDHL; (E) Porcentagem (%) de células imunomarcadas
para Ki-67. A seta preta em cada micrografia destaca as imunomarcacdes nas ilhotas pancreaticas. Aumento de 40x.

Dados apresentados como média + desvio-padrdo (n=5 animais/grupo; n=50 ilhotas/grupo nos grupos FContDP e FDModDHL; n=30 ilhotas/grupo no grupo

FContDHL; n=45 ilhotas/grupo no grupo FDModDP).
*p<0,05— comparado ao grupo FContDP; #p<0,05 — comparado ao grupo FContDHL; $p<0,05 — comparado ao grupo FDModDP (ANOVA seguido do Teste de

Comparacdes Mdltiplas de Tukey).
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Figura 8. Porcentagem de células imunomarcadas an’ti-caspase-3 clivada de ratas filhas de méaes controles (FCont) e méaes
diabéticas (FDMod) submetidas a dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica (DHL). (A) Fotomicrografia de ilhota pancreatica
imunomarcada para caspase-3 clivada do grupo FContDP; (B) Grupo FContDHL; (C) Grupo FDModDP; (D) Grupo FDModDHL; (E)
Porcentagem (%) de células imunomarcadas para caspase-3 clivada. A seta preta em cada micrografia destaca as imunomarcagdes nas

ilhotas pancreéaticas. Aumento de 40x.

Dados apresentados como média + desvio-padrdo (n=5 animais/grupo; n=50 ilhotas/grupo nos grupos FContDP e FDModDHL; n=42 ilhotas/grupo no grupo
FContDHL; n=49 ilhotas/grupo no grupo FDModDP).
*p<0,05— comparado ao grupo FContDP, $p<0,05 — comparado ao grupo FDModDP (ANOVA seguido do Teste de Comparacdes Miuiltiplas de Tukey).
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4.1.7 - Porcentagem de células imunomarcadas para receptor de leptina
Os grupos de descendentes de diabéticas FDModDP (Figura 9C) e
FDModDHL (Figura 9D) apresentaram uma diminuicdo de células
imunomarcadas para receptor de leptina nas ilhotas pancreaticas em
comparacao com o grupo FContDP (Figura 9A). Além disso, as ratas do grupo
FDModDHL apresentaram uma diminuicdo na imunomarcacgao para receptor de

leptina em relacéo grupo FContDHL (Figura 9B).
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Figura 9. Porcentagem de células imunomarcadas anti-receptor de leptina de ratas filhas de maes controles (FCont) e maes

diabéticas (FDMod) submetidas a dieta padrdo (DP) e dieta hiperlipidica (DHL). (A) Fotomicrografia de ilhota pancreatica
imunomarcada para receptor de leptina do grupo FContDP; (B) Grupo FContDHL; (C) Grupo FDModDP; (D) Grupo FDModDHL; (E)
Porcentagem (%) de células imunomarcadas para receptor de leptina. A seta preta em cada micrografia destaca as imunomarcacfes

nas ilhotas pancreaticas. Aumento de 40x.

Dados apresentados como média + desvio-padréo (n=5 animais/grupo; n=50 ilhotas/grupo nos grupos FContDP, FContDHL e FDModDHL; n=44 ilhotas/grupo
no grupo FDModDP).

*p<0,05- comparado ao grupo FContDP; #p<0,05 — comparado ao grupo FContDHL (ANOVA seguido do Teste de ComparagGes Mdltiplas de Tukey).
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4.1.8 — Intensidade de marcacao para insulina
Em relacdo a intensidade de marcacéo para insulina, ndo houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos experimentais (Figura 10A).

4.1.9 — Intensidade de marcacao para glucagon

Na figura 10B, os grupos FContDHL e FDModDP apresentaram menor
intensidade de marcacao para glucagon em comparacao ao grupo FContDP. Ja,
0 grupo FDModDHL apresentou um aumento na intensidade de marcacao para

este hormodnio em relagdo aos demais grupos experimentais.

4.1.10 - Intensidade de marcacédo para somatostatina

As ratas dos grupos FContDHL e FDModDP apresentaram uma
diminuicdo na intensidade de marcacao para somatostatina em comparagao ao
grupo FContDP. O grupo FDModDHL teve menor intensidade de marcacéo para
este mesmo horménio em relacdo aos grupos FConHL e FDmodDP (Figura
10C).
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Figura 10. Intensidade de marcagdo para insulina (A), glucagon (B) e
somatostatina (C) de ratas filhas de maes controles (FCont) e mées diabéticas

(FDMod) submetidas a dieta padrdo (DP) e dieta hiperlipidica (DHL).

Dados apresentados como média + desvio-padrdo (n=5 ratas/grupo; n=50 ilhotas/grupo nos
grupos FContDP, FContDHL FDModDHL e n=47 ilhotas/grupo no grupo FDModDP para insulina;
n=50 ilhotas/grupo nos grupos FContDP e FDModDHL, n= 46 ilhotas/grupo no grupo FContDHL
e n=47 ilhotas/grupo no grupo FDModDP para glucagon; n=50 ilhotas/grupo nos grupos
FContDP, FContDHL e FDModDHL e n=46 ilhotas/grupo no grupo FDModDP para
somatostatina).

*p<0,05 - comparado ao grupo FContDP, #p<0,05 — comparado ao grupo FContDHL, $p<0,05 -
comparado ao grupo FDModDP (Teste de Distribuicdo Gama seguido do Teste de Comparacdes
Multiplas de Wald).

4.2 — Area sob a curva (AUC) obtida das medidas glicémicas dos testes orais de
tolerancia a glicose (TOTG)

Houve um aumento progressivo nas concentracoes de glicose circulante
nos grupos FContDHL, FDModDP e FDModDHL em relacdo ao grupo FContDP,
sendo mais exacerbada no grupo FDModDHL em relacdo aos demais grupos
durante os 120 min percorridos do teste (Figura 11).
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Figura 11. Area sob a curva (AUC) de ratas filhas de maes controles (FCont) e
maes diabéticas (FDMod) submetidas a dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica
(DHL).

Dados apresentados como média + desvio-padrao (n=10 ratas/grupo).

*p<0,05 - comparado ao grupo FContDP, #p<0,05 — comparado ao grupo FContDHL, $p<0,05 -
comparado ao grupo FDModDP (Teste de Distribuicdo Gama seguido do Teste de Comparacfes
Multiplas de Wald).

4.3 — Analise de correlacdo entre as diferentes variaveis do estudo

O teste de correlacdo de Pearson mostrou uma correlagéo positiva entre
a proporcdo de células imunomarcadas para caspase-3 clivada e a de receptor
de leptina (r=0,32, p=0,0154). Houve correlacédo negativa entre a razao de Ki-67
e a do receptor de leptina (r= -0,32, p<0,001). A proporcdo de células
imunomarcadas para Ki-67 apresentou correlacdo negativa com a de
somatostatina (r= -0,33, p=0,0143). Foi verificado uma correlacdo positiva
(r=0,42, p=0,0003) entre glucagon e somatostatina nas andlises de

imunoistoquimica.
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5 — DISCUSSAO

Para avaliar a existéncia de paralelismo entre a situacdo humana atual
com as repercussdes do diabete intergeracional e o consumo de dieta rica em
gorduras, este estudo analisou a estrutura morfolégica das ilhotas pancreéticas
de descendentes adultas de ratas com e sem diabete. Nosso estudo, apresenta
achados inéditos sobre a associacdo entre a exposicéo a hiperglicemia materna
durante a fase intrauterina e o consumo de dieta hiperlipidica apés o desmame,
considerando a avaliagdo integrada dos trés principais horménios enddécrino-
pancreaticos, o balanco entre morte e proliferacdo celular, o metabolismo da
glicose e a relacdo com o receptor de leptina em descendentes fémeas em idade
adulta. Foram verificadas alteracdes morfofisiologicas nas ilhotas pancreaticas
apos o primeiro insulto (hiperglicemia intrauterina) e/ou apds o segundo (dieta
hiperlipidica). Entretanto, estas mudancas nado foram suficientes para levar a
normoglicemia nestas descendentes. Isto sugere que descendentes expostas a
um ambiente intrauterino inadequado podem desenvolver distlrbios metabdlicos
na vida adulta, como a intolerancia a glicose, que pode perpetuar como um ciclo
vicioso de doencas metabdlicas por diferentes geracdes (TOZOUR et al., 2020).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o ambiente intrauterino
hiperglicémico prejudicou o desenvolvimento embriofetal de descendentes de
ratas desde a fase de pré-implantacdo do embrido devido a um quadro de
estresse oxidativo materno e disfuncdes do metabolismo da glicose (BUENO et
al., 2020), utilizando o mesmo modelo experimental para inducao do diabete nas
ratas-maes. Além disso, outro grupo de ratas diabéticas, analisadas ao final da
prenhez, tiveram recém-nascidos com concentra¢cdes anormais dos hormonios
pancreaticos, como a diminuicdo dos niveis circulantes de glucagon e
somatostatina, indicando o inicio do comprometimento da homeostase da
glicose (IESSI et al.,, 2016). J& no 10° dia de vida, os neonatos também
apresentaram diminui¢cdo na concentracao serica de somatostatina similarmente
ao dia do nascimento, enquanto que os niveis de glucagon circulante foram
aumentados para 0s mesmos niveis do grupo controle (IESSI et al., 2016). Os
descendentes de ratas diabéticas avaliados na idade adulta (120 dias de vida)
apresentaram hiperlipidemia, que leva a lipotoxicidade das células endocrinas

pancreaticas, podendo estar relacionada com o comprometimento da secrecao
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de insulina pelas células B-pancreéticas. Associado a disfuncéo das células beta-
pancreatica, estas descendentes adultas apresentaram resisténcia a insulina
(PAULA et al., 2021b). Portanto, todas estas alteracdes, desde o periodo de pré-
implantacdo até a vida adulta, sdo cruciais para o0 estabelecimento da
intolerancia a glicose nas descendentes adultas de ratas diabéticas.

Visando compreender melhor estas alteracbes que levam a um
metabolismo de glicose comprometido, o presente estudo foi realizado utilizando
amostras do péancreas endocrino de descendentes fémeas expostas a
hiperglicemia materna e ao consumo de dieta hiperlipidica po6s-natal. Ndo houve
alteracdo na area das ilhotas pancreéticas entre 0s grupos experimentais. Este
achado é controverso na literatura, pois um estudo realizado por Li et al. (2020)
mostrou que camundongos machos que consumiram uma dieta hiperlipidica por
0ito semanas apresentaram aumento na area das ilhotas pancreaticas devido a
uma adaptacdo compensatoria frente a administracdo de DHL. Ja outro estudo
mostrou que ratos machos recém-nascidos e descendentes de diabéticas
apresentaram aumento na area das ilhotas pancreéticas (AGARWAL et al.,
2019). Entretanto, esta adaptacdo ndo se manteve quando estes descendentes
de diabéticas atingiram a vida adulta (15 semanas de vida), visto que ndo foram
observadas alteracdes no numero e area das ilhotas pancreaticas (AGARWAL
et al., 2019), o que corrobora nosso achado.

Com relacdo ao aumento da porcentagem de células imunomarcadas
para insulina nos descendentes de diabéticas (FDModDP e FDModDHL),
sugere-se que este aumento do numero de células que sintetizam e secretam
este horménio pelas células B-pancreéticas seja uma resposta ao estado de
resisténcia a insulina (RI), que foi confirmada pelo aumento do indice TyG
(marcador de RI) anteriormente por Paula et al. (2021b). Portanto, se a insulina
€ um horménio ndo-atuante nos tecidos periféricos ou se estes tecidos ndo a
reconhecem, a RI é deflagrada. Saullo et al. (2021) verificaram que os animais
do grupo FContDHL apresentaram maior quantidade de células adiposas
grandes. Células adiposas hipertrofiadas sintetizam e secretam maiores
guantidades de adipocinas pro-inflamatérias (ROSENBAUM & LEIBEL, 2014),
relacionadas ao quadro de resisténcia a insulina, caracterizado pela ineficiéncia
da acao da insulina nos tecidos-alvo (PETERSEN & SHULMAN, 2018), podendo

levar a comorbidades na prole.
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As células a-pancreaticas sao responsaveis por sintetizar e secretar o
glucagon que, por sua vez, aumenta a concentracdo de glicose no sangue
(RODER et al.,, 2016). A preservacdo da porcentagem de células e da
intensidade de imunomarcacéo para glucagon no grupo FContDHL, observada
em nosso estudo, sugere que o consumo de dieta rica em gordura nao foi capaz
de induzir alteracdo na imunomarcacéao para glucagon nestes animais nesta fase
da vida nas condicdes experimentais empregadas. N&do ha relatos na literatura
sobre a imunomarcacao para glucagon em animais alimentados somente com
dieta hiperlipidica, o que tornam inéditos os achados de nosso estudo.
Entretanto, estudo conduzido em camundongos e ratos adultos submetidos a
uma dieta high-fat/high-sucrose (dieta composta por 70% de gordura e 14%
sacarose por 12 semanas) ndo mostrou diferencas no numero e distribuicao de
células imunomarcadas para glucagon (KURITA et al., 2019). Em outro estudo,
ndo houve alteracdo da raz&o de células a-pancreaticas apos administracéo de
uma dieta composta por 45% de gordura e 17% de sacarose por 12 semanas
(AGARWAL et al., 2019).

Descendentes machos nascidos de mées diabéticas e submetidos a dieta
padrdo ndo apresentaram alteracao na fracdo de células a-pancreaticas na vida
adulta, o que corrobora nossos resultados do grupo FDModDP em relacédo a
porcentagem de células imunomarcadas para glucagon (AGARWAL et al.,
2019). Entretanto, estudos mais especificos sdo necessarios para explorar como
a exposicado a um ambiente intrauterino hiperglicémico pode alterar a intensidade
de marcacao para este horménio na fase adulta destas descendentes.

As descendentes FDModDHL apresentaram aumento na porcentagem de
células e intensidade de marcacao para glucagon. Pelo fato de ser um horménio
hiperglicemiante (RODER et al., 2016), a sintese elevada de glucagon,
evidenciada pelo aumento da intensidade de marcacé&o, contribuiu para uma
glicemia elevada nestes animais. Além disso, Paula et al. (2021b) observaram
gue descendentes adultas nascidas de ratas diabéticas e que foram submetidas
a dieta hiperlipidica ap6s o desmame também apresentaram diminuicdo do
indice HOMA-( e da secregao de insulina. Nossos achados mostram que o grupo
FDModDHL apresentou um aumento na porcentagem de células marcadas para

insulina nas ilhotas pancreéaticas, o que sugere que a disfungéo das células [3-
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pancreaticas neste grupo se deve a uma secrec¢do de insulina comprometida.
Portanto, a diminuicdo da secrecéo de insulina associada ao aumento da sintese
de glucagon é determinante para que haja uma glicemia ainda mais acentuada
nestes animais.

O balanco preciso das fun¢des da triade endécrino-hormonal no pancreas
regula a glicemia e o metabolismo energético. A somatostatina sintetizada e
secretada pelas células 3-pancreaticas e outros tecidos tém chamado bastante
a atencao por ser responsavel por inibir a secrecdo de insulina e glucagon
visando a manutencdo da homeostase da glicose (RORSMAN & HUISING,
2018). Em nosso estudo, foi verificado a diminuicdo da porcentagem de células
imunomarcadas e intensidade de marcacdo para somatostatina nos grupos
FContDHL e FDModDP, mostrando comprometimento da atividade hormonal
destas células. Este achado corrobora os resultados contrarios de porcentagem
de imunomarcagéao para insulina nestes animais.

Além disso, foi verificada, neste estudo, uma correlacao negativa entre a
proporcao de células imunomarcadas para somatostatina e a marcacao de Ki-67
para andlise da proliferacdo das células 5-pancreaticas. Foi encontrado que, a
medida que a proporc¢ao destas células marcadas diminui nos grupos FContDHL
e FDModDP, ha aumento das taxas de divisdo celular nas outras células,
possivelmente das células B, pela diminuicdo da influéncia inibitéria da
somatostatina sobre as células B-pancreaticas (RORSMAN & HUISING, 2018).
Este dado favorece a compreensdo para o aumento da imunomarcacdo de
insulina, da presenca de RI e intolerancia a glicose nestes animais. Um estudo
realizado em camundongos fémeas adultas (16-18 semanas de vida),
submetidas a uma dieta hiperlipidica (60% de gordura), mostrou que nao houve
alteracbes na concentracdo de somatostatina nas ilhotas pancreaticas
(determinada por radioimunoensaio) e nem no numero de células
imunomarcadas para somatostatina (KELLARD et al., 2020). Por outro lado, foi
observada uma diminuigcdo na secrecao de somatostatina em ilhotas isoladas
nestes camundongos fémeas submetidas a DHL (KELLARD et al., 2020), o que
corrobora a ideia de que o consumo de uma dieta rica em gorduras contribui para

a disfuncéo das células 5-pancreaticas.
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Estudos envolvendo dieta hiperlipidica e/ou ambiente intrauterino materno
para determinacdo de somatostatina ainda sdo escassos na literatura, o que
torna este estudo inédito e relevante quanto a avaliagdo da imunomarcacao para
a triade nas ilhotas pancreaticas de ratas adultas prejudicadas pelos dois tipos
de insultos aplicados (hiperglicemia materna e consumo de DHL pd4s-natal).

O balanco entre proliferacdo e morte das células das ilhotas pancreaticas
€ essencial para a manutencdo da homeostase, dentre elas da glicose.
Entretanto, o consumo de uma dieta rica em gorduras pode comprometer este
equilibrio (AHREN et al., 2010). Foi observado que as ratas dos grupos
FContDHL e FDModDHL apresentaram uma disfuncdo entre proliferacdo e
morte de células endocrino-pancreaticas, evidenciado pela razdo entre as
imunomarcacoes para caspase-3 clivada e Ki-67 em cada grupo. O excesso de
acidos graxos livres circulantes, devido ao aumento do consumo de gordura,
pode se acumular em 6rgaos como o pancreas pelo fato do tecido adiposo estar
sobrecarregado (PAULA et al., 2021b). O acumulo de goticulas de gordura no
tecido pancreético, tanto na porcao enddcrina quanto na exocrina, foi observado
no grupo FContDHL, o que dificultou as andlises imunoistoquimicas para 0s
marcadores de morte e de proliferacao celular. Além disso, a literatura mostra
gue este aumento nos niveis de acidos graxos livres no pancreas estimula a
producdo de espécies reativas de oxigénio, causando uma disfuncéo
progressiva das células B-pancreéticas, que compromete a secre¢ao de insulina
e até a morte destas células (HABER et al., 2001; WEI et al., 2010; YUAN et al.,
2013; FLISTER et al., 2018). Considerando estes achados, sugere-se que 0
consumo da dieta hiperlipidica apés o desmame, além de contribuir para a
disfuncdo das células B-pancreaticas (favorecendo a intolerancia a glicose)
também podem aumentar a taxa de apoptose nas células das ilhotas
pancreaticas de descendentes fémeas.

Ao contrario do observado nos outros grupos, as descendentes de
diabéticas (FDModDP) apresentaram uma maior proliferacdo de células
endocrinas do pancreas através da razdo entre as porcentagens de células
imunomarcadas para caspase-3 clivada e Ki-67. Este achado sugere que
descendentes expostas a hiperglicemia materna podem ser induzidas a uma
maior taxa de proliferacdo celular na vida adulta a fim de atenuar, mas sem

sucesso, a disfuncdo de células B-pancreaticas, resisténcia a insulina e
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intolerancia a glicose. Nao ha estudos na literatura que avaliem imunomarcacdes
para caspase-3 clivada e Ki-67 em descendentes de diabéticas, seja com
consumo de DHL ou ndo, o que torna os achados deste trabalho inéditos.
Entretanto, Abdulwahab et al. (2021) realizaram um estudo em que ratas com
diabete induzido quimicamente por STZ apresentaram aumento na porcentagem
de células imunomarcadas para caspase-3 por conta de um quadro de estresse
oxidativo que, por sua vez, favoreceu a morte das células endocrino-
pancreéticas, diferentemente do encontrado em nosso estudo.

Ao realizar uma comparagdo entre a area das ilhotas pancreéticas e a
porcentagem das imunomarcacdes para caspase-3 clivada e Ki-67 nos grupos
de descendentes que consumiram a DHL (FContDHL e FDModDHL), pode-se
notar que, mesmo com o favorecimento da morte das células enddcrino-
pancreaticas, houve a manutencdo da area das ilhotas pancreéticas, o que
sugere uma hipertrofia das células enddcrinas do pancreas. Este achado é
corroborado pelo estudo de Gupta et al. (2017), em que camundongos machos
alimentados com dieta hiperlipidica por 12 semanas apresentaram um aumento
do tamanho das células B-pancreéticas (hipertrofia). Considerando que também
nao houve diferenca na area das ilhotas pancreaticas e um favorecimento da
proliferacdo celular no grupo FDModDP, sugere-se que a hovas células
enddcrinas provenientes de replicacdo sejam menores nos descendentes de
diabéticas que ndo consumiram uma dieta rica em gordura. Entretanto, ainda
nao existem relatos da literatura de que células enddcrino-pancreaticas de ratas
diabéticas ou de seus descendentes possam apresentam um tamanho reduzido
associado a uma maior taxa de proliferagao.

No presente estudo, foi observado que descendentes de diabéticas,
independentemente  da  dieta administrada, apresentaram  menor
imunomarcacdo de células para receptor de leptina. Esta adipocina € um
horménio que possui papel fundamental na homeostase da glicose, pois age
diretamente nas células B-pancreéticas inibindo a sintese e secrecao de insulina
(MARROQUI et al., 2012; PEREIRA et al., 2021). As analises de correlagéo
mostraram uma correlagédo positiva entre as imunomarcacdes para caspase-3
clivada e receptor de leptina e uma correlacdo negativa entre a porcentagem de
células imunomarcadas para Ki-67 e receptor de leptina, achados que sustentam

a diminuicdo da imunomarcagcao para este receptor nas ilhotas pancreaticas.
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Considerando estes achados, sugere-se que a diminuicdo da acéo da leptina
nas ilhotas pancreaticas pode contribuir para o0 aumento da porcentagem de
células imunomarcadas para insulina nos grupos FDModDP e FDModDHL. Ja
quando as descendentes de diabéticas sdo expostas a uma dieta rica em
gordura, h4 um aumento no peso total de gordura corporal (SAULLO et al.,
2021), que por sua vez contribui para 0 aumento da concentracdo de leptina
plasmatica (HARRIS, 2014). Estudos mostram que a hiperleptinemia pode levar
aresisténcia a insulina (PEREIRA et al., 2021), também observado pelo aumento
do indice TyG no grupo FDModDHL em estudo realizado em nosso laboratério
(PAULA et al., 2021b), favorecendo o quadro de intolerancia a glicose nestas
descendentes. Entretanto, ndo ha evidéncias na literatura de que niveis
aumentados de leptina sérica pode induzir a diminuicdo da expressdo de seus
receptores nas ilhotas pancreaticas, sendo necessarias futuras investigacdes
para avaliar esta relacao.

Frente aos nossos achados, pode-se observar que os grupos FContDHL,
FDModDP e FDModDHL apresentam resisténcia a insulina e disfungcdo das
células pB-pancreédticas. Como consequéncia destas alteragcbes, had o
desenvolvimento da intolerancia a glicose nestas descendentes, sendo mais
acentuada no grupo FDModDHL devido ao aumento da sintese do hormdnio
glucagon. Em resposta a estas alteragbes metabdlicas, h4& o aumento da
porcentagem de células que sintetizam e secretam insulina nestes animais na
tentativa de mitigar estas disfuncées do metabolismo da glicose. O aumento da
porcentagem de células imunomarcadas para insulina dos grupos FContDHL e
FDModDP é favorecido pela diminui¢do da sintese de somatostatina (diminuicdo
da intensidade de marcacéo) e pela diminuicdo de receptores de leptina nos
grupos FDModDP e FDModDHL. Portanto, estas adaptacdes no pancreas
endocrino, em resposta as alteracfes metabdlicas, ndo sao capazes de reduzir
a glicemia em animais expostos a um ambiente intrauterino hiperglicémico e/ou
consumo de DHL pés-natal por conta do comprometimento dos mecanismos de
contra regulacdo para a manutencdo da homeostase da glicose.

Nesta investigacdo, foram evidenciados resultados favoraveis para o
entendimento da programacao fetal advinda da associacao do insulto materno
(diabete) e pos-natal (DHL), mas ha limitagbes que devem ser mencionadas.

Este estudo carece de um ensaio mais especifico em ilhotas pancreaticas
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isoladas para avaliacdo da secrecdo da triade hormonal enddcrino-pancreética
em diferentes concentracdes de glicose e da quantidade de hormdnios presente
nas ilhotas. Outra limitacdo € a auséncia da realizacdo de duplas marcacfes
para os horménios endocrino-pancreédticos para verificar se as células das
ilhotas pancreéticas poderiam estar sintetizando mais de um horménio
concomitantemente, o que traria contribuicdes para a discussao das adaptacdes
das ilhotas pancreaticas nestas descendentes. Além disso, as dosagens séricas
e em homogenato de pancreas dos hormonios insulina, glucagon, somatostatina,
leptina, resistina e adiponectina contribuiriam para uma discussao mais

integrada dos resultados em relacdo as vias ligadas a resisténcia a insulina.
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Conclusao
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6 - CONCLUSAO

Portanto, a associagao entre diabete materno e/ou administracéo de dieta
hiperlipidica promove alteragfes na relagéo entre a triade hormonal pancreatica
e receptores de leptina no pancreas enddcrino de descendentes na vida adulta.
Por sua vez, estas alteracbes nas ilhotas pancreéaticas ndo sédo capazes de
causar a diminuicdo na glicemia da prole, contribuindo para o desenvolvimento
de intolerancia a glicose na vida adulta, mostrando a necessidade de um controle
glicémico antes da prenhez e o oferecimento de uma dieta balanceada para os

descendentes.
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8 — ANEXOS

8.1 — Aprovacédo da CEUA - FMB/Unesp

Projeto de pesquisa “guarda-chuva”

UNIVERSID;

Comissdo de Etica no Uso de Animais

Criada através da Portaria DFM n® 611 de 13/12/2012

CERTIFICADO N° 1218/2017 -CEUA
Certificamos que a proposta intitulada: “Avaliagdo de d d ao di moderado intraiitero submetidas a dieta hiperlipidica no
periodo pés-natal e tratadas com mistura de caicio e vi ina D ap ", conduzida pela Pesquisadora Principal: Prof.a‘ Dra. Débora Cristina Damasceno
Meirelles dos Santos, com a colaboragéo de Gustavo Tadeu Volpato, Anténio Carlos Lalla, Arlindo Sérgio Gabriel, Carlos Roberto Gongalves Lima, Danilo Chaguri, Franciane

Quintanilha Gallego Souza, Marcos Rogério Pimentel, Raianne Queiroz de Moraes Souza, Thaigra de Sousa Soares, Verdnyca Gongalves Paula e Yuri Karen Sinzato, com o n®
1218/2017, Subprojeto I : “Analise do perfil lipidico e estresse oxidativo de ratas expostas a hiperglicemia intradtero, dieta hiperlipidica no periodo pés-natal e

tratadas com célcio e vitamina D na prenhez”, conduzido pela Pesquisadora: Thaigra de Sousa Soares, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu, em reunido de 27 de abril de 2017.

Inclusdo do Subprojeto I - Aprovado em 12 de dezembro de 2018.

Finalidade () Ensino  (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacido 29 de abril de 2019
Espécie/LinhagemRaca Rato Sprague Dawley
N° de animais 412
Idade/Peso 4 a 400 gramas / Recém-nascidos e adulto
Sexo - Macho e Fémea
Origem Biotério Central da Unesp - Botucatu
Graziela Nogueu"a Bertani Prof. Ass. Guilherm ntm de Barros
Secretéria da Comissdo de Etica no Uso de Animais Presidente da Comigs&o de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP
Distrito Rubido Junior, s/n° - Botucatu - S.P. CEP: 18.618-970 Fones: (14) 3880.1608 e 3880.1609 E-mail Secretaria: ceua@fmb.unesp.br
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8.2 Aprovacao da inclusdo do subprojeto (Mestrado de Vinicius S. Barco)

e aprovacao de seu nome, como colaborador pela CEUA, no projeto maior do

grupo de pesquisa.

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
LIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Botucatu

Comissao de Etica no Uso de Animais
Criada pela da Portaria DFM n° 611 de 13/12/2012

Oficio n® 025/2021 - CEUA - FMB/UNESP Botucatu, 18 de dezembro de 2021.

Prezada Senhora,

Em atendimento ao documento enviado em 13 de dezembro de 2021, solicitando a inclusdo do
aluno e o Subprojeto referentes ao Projeto de Pesquisa “AVALIACRO DE DESCENDENTES EXPOSTAS AO
DIABETE MODERADO INTRAUTERO, SUBMETIDAS A DIETA HIPERLIPIDICA NO PERIODO POS VITAMINA
D DURANTE A PRENHEZ"” (Protocolo CEUA 1218/2017), considera APROVADA a solicitagao com Ad
Referendum.

Adicionalmente a aprovagdo da solicitagdo a CEUA ndo prevé a inclusdo de nenhum animal

adicional aos ja solicitados no projeto de pesquisa 1218/2017.

Aluno

Vinicius soares barco

Subprojeto

“Relagdo entre os hormoénios enddcrino-pancreaticos e leptina nas células das ilhotas pancreaticas de ratas adultas

submetidas a dieta hiperlipidica advindas de maes diabéticas”

Atenciosamente,

Profa. Associada. Bertha Furlan Polegato
Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Ilustrissima Senhora
Profa. Débora Cristina Damasceno
Faculdade de Medicina de Botucatu

Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA
Distrito Rubido JUnior, s/n° - Botucatu — SP. CEP: 18618-970 Fones: (14) 38801880 - E-mail Secretaria: ceua.fmb@unesp.br ou sara.sampaio@unesp.br
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8.3 Fotomicrografias dos controles-negativos das amostras de ilhotas

pancreaticas referentes aos marcadores utilizados neste estudo.

Figura 12. Controle negativo das imunomarcagdes usando anticorpos: (A) Anti-
Insulina; (B) Anti-glucagon; (C) Anti-somatostatina; (D) Anti-Ki-67; (E) Anti-
Caspase-3 clivada e (F) Anti-receptor de leptina. A seta preta em cada

fotomicrografia destaca as ilhotas pancreéticas. Aumento de 40x.
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Figura 13. Grafico resumido de todos os resultados obtidos de descendentes de ratas
diabéticas e ndo-diabéticas e que foram expostas a dieta hiperlipidica do desmame até
a vida adulta (120 dias de vida), mostrando que as ratas expostas apenas ao insulto da
hiperglicemia materna apresentou resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e maior
proporcao de células enddcrino-pancreéaticas em processo de morte por apoptose. As
filhas com 120 dias de vida de ratas com diabete moderado tiveram intolerancia a
glicose, resisténcia a insulina confirmada ndo sé por alteracfes da triade insulina,
gluagon e somatostatina, mas também pela menor expressédo do receptor de leptina.
Jé as descendentes adultas (120 dias de vida) expostas aos dois insultos (hiperglicemia
materna e dieta inadequada pdés-desmame) apresentaram alteracfes mais marcantes
na sintese dos horménios da triade e repercussao mais pronunciada da menor sintese
do receptor de leptina e da morte das células das ilhotas pancreaticas por apoptose do
gue com os insultos isolados, contribuindo para maior agravo de doencas na vida adulta
destes descendentes fémeas. Isto reforca o quadro mais acentuado de intolerancia a

glicose destas ratas, tendendo para o aparecimento do diabete.
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