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RESUMO

Introdugdo: Durante o periodo neonatal de ratos, o pancreas enddcrino sofre remodelamento, com
aumento de proliferagdo e diminuigdo da secreg¢do de insulina em relagdo aos animais adultos, sendo
considerado uma janela critica de desenvolvimento que determina a fisiologia do pancreas no
organismo e possiveis doengas na vida adulta, dentre elas o diabete. Sendo assim, o presente estudo
visa compreender os mecanismos envolvidos e a relagdo existente entre as células a, B e 6 durante o
periodo critico de desenvolvimento do pancreas em ratas com diabete de intensidade moderada.
Objetivo: Avaliar temporalmente o padrdo de distribuicdo das células enddcrinas pancreaticas bem
como de algumas enzimas antioxidantes em ilhotas de ratas com e sem diabete durante a janela critica
de desenvolvimento pds-natal. Materiais e método: Para a inducdo do diabete com niveis glicémicos de
menor intensidade, os recém-nascidos fémeas receberam a streptozotocin (STZ) (100 mg/kg de peso
corporal via subcutdnea) no primeiro dia de vida. As fémeas controle receberam apenas o tamp3do de
citrato. O critério de inclusdo para o grupo diabético foi glicemia = 400 mg/dL no dia 5 de vida (D5) e,
para o grupo controle, glicemia < 120mg/dL. Os animais de ambos os grupos foram mortos em
momentos diferentes: D10, D15 e D30. Foi realizado a coleta de sangue (dosagem de insulina sérica e
biomarcadores do estresse oxidativo) e do pancreas (analise morfoldgica). Os anticorpos utilizados para
analise imunoistoquimica foram: anti-insulina, anti-glucagon, anti-somatostatina, anti-superdxido
dismutase 1 (SOD1), anti-glutationa peroxidase (GSH-Px). Para todas as comparagdes foi considerado o
limite minimo de significancia de p<0,05. Resultados: O peso corporeo, concentragdo de insulina sérica
e massa de células a, B e & aumentaram de acordo com a idade em ambos os grupos estudados. Houve
correlagdo negativa entre a porcentagem de células marcadas para insulina e somatostatina em D10,
relagdo inversa entre células a e B em todos os dias estudados e correlagdo positiva entre as células a e
6 em D10 e D15. A intensidade de marcagdo para SOD1 foi menor nas ilhotas dos animais diabéticos em
todos os momentos estudados e no D10 e D30 para GSH-Px. Conclusdo: O diabete no primeiro més de
vida de ratas fémeas Wistar interferiu no ganho de peso corporal fisiolégico do animal, afetou a
citoarquitetura das ilhotas pancredticas e com localizagdo alterada das células & dentro da ilhota,
prejudicando a estrutura mantle-core presente em roedores. Além disso, presenca de hiperglicemia
causou diminuicdo das enzimas antioxidantes nas ilhotas pancreaticas destes animais. Sendo assim,
estas alteragdes morfoldgicas pancredticas decorrentes do diabete durante a janela critica do
desenvolvimento podem contribuir para a compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos do diabete na
vida adulta.

Palavras-chave: Insulina, somatostatina, glucagon, enzimas antioxidantes, pancreas, diabete, ratas.
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INTRODUGAO

As ilhotas pancredticas constituem um micro drgdo especializado e correspondem a
porcdo enddcrina do pancreas, sendo compostas pelas células alfa (a), beta (B), epsilon (y),
delta (6) e PP (Kordowich et al., 2009). Estas células se comunicam via jungdes GAP ou via
secrecdo pardcrina (Brereton et al.,, 2015). As células pancredticas enddcrinas e seus
hormoénios apresentam funcdo regulatdria entre si. As células B-pancreaticas sintetizam e
secretam insulina, ja as células o e & (células ndo-B) secretam glucagon e somatostatina
respectivamente (Kordowich et al., 2009). A citoarquitetura das ilhotas de humanos e de
roedores sao semelhantes entre si e apresentam uma estrutura “mantle-core”, na qual as
células B sdo circundadas pelas demais células da ilhota pancreatica (células ndo-B) (Bonner-
Weir et al., 2015).

A localizacdo das células pancredticas a e &6 de mamiferos ao lado dos capilares
sanguineos possibilita o reconhecimento de alteragdes glicémicas, as quais sdo transmitidas
das células ndo-P para as células B através do sangue, o que influencia a secre¢do de insulina
(Bonner-Weir & Orci, 1982; Ohtani et al., 1986; Samols et al. 1986; Liu et al., 1993; Brunicardi
et al., 1996; Nyman et al., 2008; Pfeifer et al., 2014). Desta forma, a insulina e o glucagon
atuam coordenadamente para controlar a homeostase da glicose. Para isso, a insulina diminui
os niveis glicémicos e o glucagon os aumenta quando necessario (Kordowich et al., 2009). Para
qgue haja ajustes finos no controle da secrecdo de insulina e de glucagon, a somatostatina tem
seu papel na regulagdo da glicemia de forma indireta (Bousquet et al., 2004).

Ha evidéncias que a hiperglicemia induz aumento na produgao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) devido ao aumento da entrada de redutores na cadeia mitocondrial de
transporte de elétrons (Giacco & Brownlee, 2010). ERO desempenha um papel importante na
patogénese da perda das células B-pancreaticas no Diabetes mellitus (DM). A célula B-
pancreatica necessita de um meio intracelular rico em oxigénio, pois utiliza o catabolismo de
glicose para atender suas necessidades energéticas, o que também fornece energia para a
sintese e secrec¢do de insulina em resposta ao aumento da glicose sanguinea, permitindo que a
glicose seja utilizada pelos tecidos periféricos (Lenzen, 2008). No entanto, as células
produtoras de insulina apresentam baixa defesa contra a toxicidade dos radicais livres, com
capacidade limitada das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GSH-Px) para inativar ERO (Lenzen et al., 1996; Tiedge et al., 1997). Sendo assim,
as células B sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo, o que possibilita alteracbes na
expressao e secrecao de insulina, bem como no aumento de apoptose, agravando ainda mais o

quadro hiperglicémico (Robertson, 2004).
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Estudos experimentais demonstram que mudangas ambientais nas janelas criticas do
desenvolvimento podem levar o organismo a sofrer alteragcbes estruturais e funcionais,
possibilitando o aparecimento de doencgas na vida adulta, dentre elas o DM (Lucas, 1998). O
periodo neonatal é considerado uma janela critica do desenvolvimento do pancreas em
mamiferos. Em roedores, durante o periodo de lactagdo, ocorre maior oferta de carboidratos e
de lipidios (Scaglia et al., 1997, Aguayo-Mazzucato et al., 2006). Este maior aporte de
carboidratos e lipidios faz com estimula o pancreas enddcrino, levando a alta taxa de
proliferacdo celular das células B-pancreaticas (Scaglia et al., 1997; Aguayo-Mazzucato et al.,
2006), baixa sensibilidade a glicose e secrecdo de insulina (Aguayo-Mazzucato et al., 2006),
sendo considerado um periodo de remodelamento pancreatico.

Thyssen et al. (2006) administraram droga beta-citotdxica (streptozotocin) em ratos
machos no dia 4 de vida pds-natal e os ratos diabéticos apresentaram perda das células B-
pancredticas logo apds a inducdo do diabete, contudo, houve aumento da proliferacdo de
células a e B e, apds 20 dias, houve recuperacdo na porcentagem das células B-pancredticas,
mostrando que as células ndo-f participam do processo de recuperagdo das ilhotas
pancreaticas em animais diabéticos.

Considerando os resultados obtidos sobre as alteragdes estruturais e funcionais das
ilhotas pancreaticas no periodo pds-natal de ratos, fica evidente que a porgcdo enddcrina do
pancreas passa por uma janela critica de desenvolvimento e que determinadas alteracGes
podem possibilitar doencas na vida adulta, como o diabete. Sendo assim, é relevante
compreender os mecanismos envolvidos nestas alteragdes. Para isso, o presente estudo visa
avaliar temporalmente o padrdo de distribuicdo das células enddcrinas pancreaticas bem
como de enzimas antioxidantes em ilhotas de ratas com e sem diabete durante a janela critica

de desenvolvimento pds-natal.

MATERIAIS E METODO

1. Animais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Apéndice 1) mantidas sob condigOes
controladas de temperatura (22+22C), umidade (50£10%) e ciclo claro/escuro (12h) no Biotério
do Laboratdrio de Pesquisa Experimental em Ginecologia e Obstetricia. Agua filtrada e racdo
foram oferecidas ad libitum. Essas ratas foram acasaladas com machos normoglicémicos
(proporgdo de trés fémeas e um rato macho) para obtencdo de recém-nascidos (RN) para
composicdo dos grupos nado-diabético (controle) e diabético (indugdo do diabete com niveis

glicmicos de menor intensidade). Todos os procedimentos experimentais aplicados nesse
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