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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, f 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 & de mamiferos ao lado dos capilares
sanguineos possibilita o reconhecimento de altera¢des 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 porgdo enddcrina do
pancreas passa por uma janela critica de desenvolvimento e que determinadas alteracGes
podem possibilitar doengcas 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 nao-diabético (controle) e diabético (indugdo do diabete com niveis

glicmicos de menor intensidade). Todos os procedimentos experimentais aplicados nesse
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projeto foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina de Botucatu — Unesp e foram aprovados sob numero de Protocolo 1219/2017

(ANEXO 1).

2. Sequéncia experimental

2.1. Periodo de diabetogénese - Indugao do diabete

Apds a obtencdo de proles (fémeas) recém-nascidas, oriundas do acasalamento de ratas
normoglicémicas conforme citado anteriormente, foi realizada a administracdao de 100 mg de
streptozotocin/kg de peso corporal no dorso de cada animal por via subcutdnea (Sinzato et al.,
2011) no primeiro dia de vida pds-natal (D1). Os filhotes fémeas do grupo controle receberam
no mesmo dia (D1) um volume do veiculo (tampéao citrato) correspondente ao do grupo que
recebeu a droga diabetogénica. Como critério de inclusdo, no 52 dia de vida, foi determinada a
glicemia dos recém-nascidos através de uma pequena perfuracdo na extremidade distal da
cauda do animal para obtencdo de uma gota de sangue, que foi depositada em glicofita, a qual
foi introduzida em glicosimetro convencional. Foram consideradas ratas diabéticas aquelas
gue apresentaram glicemia igual ou superior a 400 mg/dL. As fémeas que ndo apresentaram
glicemia igual ou superior a 400 mg/dL foram mortas por decapitagdo. Para o grupo controle,
foram incluidas as fémeas que apresentaram glicemia inferior a 120 mg/dL e a afericdo da
glicemia foi realizada similarmente a do grupo diabético. Além disso, foi realizado uma analise
comparativa entre os animais controle somente para confirmar o estado diabético. Todos os
recém-nascidos dos seus respectivos grupos experimentais foram mantidos com suas maes
(preferencialmente um nimero maximo de oito recém-nascidos fémeas por made, que equivale
ao numero de tetos funcionais para amamentac¢do), sendo que destes, foram avaliados no

maximo 5 filhotes/m3e para os dias de experimento D10 e D15 e 2 filhotes/m3e para o D30.

2.2. Grupos Experimentais
Sendo assim, os grupos experimentais foram constituidos por:
- Controle: composto por RN fémeas que receberam tampao citrato em D1.

- Diabético: composto por RN fémeas que receberam STZ em D1.

De acordo com os grupos experimentais para estudo no 102, 152 dias pds-natal (fase de
amamentacdo) e D30 (periodo pds-desmame), as RN fémeas dos respectivos grupos foram
anestesiadas com Thiopentax® e mortas por decapitacdo de forma aleatéria em diferentes
idades de vida (D10, D15 e D30), conforme mostra a Tabela 1 abaixo. Com relacdo aos dias de

experimento, foi eleito D10 e D15 referente ao periodo de regenerac¢do e D30, que representa
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o periodo logo apds a regeneracdo celular e possiveis alteracdes relacionadas ao periodo de
desmame.

Quadro 1. Delineamento experimental considerando os periodos experimentais:

Fo -Morte no 102 dia de vida (D10) (n=10)
Ndo-Diabético

(Controle) Fo -Morte no 152 dia de vida (D15) (n=10)

Fo -Morte no 302 dia de vida (D30) (n=10)

Fo -Morte no 102 dia de vida (D10) (n=10)

Diabético Fo -Morte no 152 dia de vida (D15) (n=10)

Fo -Morte no 302 dia de vida (D30) (n=10)

3. Peso e glicemia

No dia da coleta das amostras de sangue e pancreas, os animais permaneceram 6 horas
em jejum. Apds esse periodo, os animais foram pesados em balanca convencional e a glicemia
foi determinada através de uma pequena perfuracdo na extremidade distal da cauda do
animal para obtencdo de uma gota de sangue, que foi depositada em glicofita, a qual foi

introduzida em glicosimetro convencional.

4. Teste Oral de Tolerdncia a Glicose (TOTG)

Com 28 dias de vida, as ratas foram submetidas ao TOTG para avaliagdo do
desenvolvimento de alteragbes do metabolismo glicémico, um marcador empregado
rotineiramente na clinica para diagndstico do diabete. Apds seis horas de jejum, foi coletada
uma gota de sangue por punc¢do venosa na cauda das ratas para determinacdo glicémica
(tempo 0). Em seguida, as ratas receberam solucdo de glicose (0,2 g/mL) via intragdstrica
(gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corpdreo. Decorridos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a
administracdo da solucdo de glicose, as glicemias foram determinadas. Essas medidas também
foram utilizadas para estimativa da area total sob a curva usando matematicamente o método

trapezoidal (Mello et al., 2001).

5. Obtengdo das amostras de sangue e pdncreas

Apds confirmagao dos sinais que evidenciaram o procedimento anestésico com tiopental
sodico, os animais foram decapitados de acordo com os grupos experimentais para obtengao
de amostras de sangue oriundas da regido do pesco¢co (método de dessangramento). As
amostras de sangue foram coletadas em tubos secos para processamento para analise sérica

de insulina e glucagon e, em tubos contendo heparina, para dosagem de biomarcadores de
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estresse oxidativo. Em seguida, os animais foram submetidos a laparotomia para coleta do

pancreas.

5.1. Determinagdo sérica de insulina, glucagon e frutosamina

As amostras de sangue total foram centrifugadas a 1575 x g durante 10 minutos a 4°C.
Apds esse procedimento, o soro foi obtido e armazenado em freezer a -80°C até a
determinagdo de insulina (Crystal Chemical® - Cédigo: 90060) e glucagon (Sigma Aldrich® -
Codigo: RAB0202) seguindo as instrugdes dos fabricantes dos kits comerciais especificos.

As concentracdes séricas de frutosamina (marcador de proteina sérica glicada) foram

avaliadas pelo servi¢o do Laboratdrio Clinico da FMVZ_Unesp Botucatu.

5.2. Analise morfoldgica do pancreas

As amostras de pancreas obtidas nos diferentes dias de experimento foram pesadas e
fixadas em formaldeido 10% por 24 horas e, em seguida, acondicionadas em etanol 70%. Os
fragmentos foram processados e incluidos em parafina para corte em micrétomo rotativo no
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu
(FMVZ_Unesp).

Andlise imunoistoquimica (IHQ)

Para a técnica de IHQ, os pancreas foram cortados em cinco se¢des de 5um cada. Os
anticorpos primarios foram anti-insulina, anti-glucagon e anti-somatostatina, para avaliacdo
dos hormoénios das ilhotas pancredticas, anti-superdéxido dismutase 1, anti-glutationa
peroxidase, para avaliagdo das enzimas antioxidantes. A recuperagao antigénica foi realizada
na panela de pressdo Elite Bistro® com solugdo de citrato (pH 6,0) por 30 minutos para os
anticorpos ant-insulina e anti-glucagon e, por 20 minutos, para anti-superéxido dismutase 1,
anti-glutationa peroxidase. Para o anticorpo anti-somatostatina, ndo foi realizada a
recuperagdo antigénica. O bloqueio da peroxidase enddgena (Peroxidase inhibitor containing
hydrogen peroxide and 15 mM sodium azide - Dako®) foi realizado por 40 minutos em
temperatura ambiente para todos os anticorpos. Para o bloqueio de proteinas inespecificas,
foi utilizado Protein Block (0.25% casein in PBS, containing carrier protein and 15 mM sodium
azide - Dako®) durante 30 minutos em estufa a 27°C. O bloqueio com leite desnatado 8%
(Molico®) foi utilizado para os anticorpos anti-superdxido dismutase 1 e anti-glutationa
peroxidase por uma hora a temperatura ambiente. As diluicGes para os anticorpos primarios
foram: anti-insulina (Abcam®, Codigo: ab8304) 1: 10.000 (incubag¢do por uma hora em estufa a
27°C), anti-glucagon (Abcam®, Cédigo: ab8055) 1:500 (incubagdo por duas horas em estufa a
27°C), anti-somatostatina (DAKO®, Cédigo: a0566) 1:2000 (incubagdo overnight em geladeira a
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4°C), anti-Ki-67 (anti-Ki67_Spring®) 1:100 (incubacdo overnight em geladeira a 4°C), anti-
superoéxido dismutase 1 (Abcam®, ab16831) 1:200 (24 horas a 4°C), anti-glutationa peroxidase
(Abcam®, ab22604) 1:400 (24 horas a 4°C). Apds a incubacdo do anticorpo primario, foi
adicionado o anticorpo secundario (Histofine) por 30 minutos em estufa a 27°C. Para a
revelacdo da peroxidase, foi utilizado o cromégeno DAB (3,3-diaminobenzidine) por 3 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram contra-coradas em hematoxilina de
Mayer e montadas.

A imagens foram capturadas através do sistema computadorizado de imagem (Software
KS-300, versdo 3.0, Zeiss®), que recebe imagem por camera digital (CCD-IRIS/RGB, Sony®),
acoplada a microscépio (DMR, Leica®) e a contagem de células foi realizada através do
software ImageJ®. A porcentagem de células presentes em cada ilhota pancreatica foi
calculada pela razdo entre o nimero de células imunomarcadas e o numero de células totais e

o valor obtido foi multiplicado por 100.

Porcentagem (%) - Numero de células marcadas % 100
de células marcadas

Numero total de células

6. Andlise Estatistica

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do especialista em Bioestatistica do
Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu_Unesp. Para o
calculo do tamanho amostral (n), foi realizado esquema em fatorial com delineamento
inteiramente casualizado, sendo estabelecido um “n” de 10 animais/grupo para cada periodo
de vida. Para andlise imunoistoquimica, o célculo foi estimado em seis animais/grupo para
cada periodo, com andlise minima de 10 ilhotas /animal/pancreas. Para comparacdo entre o
peso total, glicemia, concentracdo de insulina sérica, concentracdo de glucagon sérico foi
utilizado o Teste de Distribuicdo Gama. A porcentagem de células imunomarcadas para
insulina, glucagon e somatostatina foi utilizado Poisson. O peso relativo do péancreas foi
analisado pelo Teste de Comparagdes Mdltiplas de Tukey. A correlagdo de Pearson foi utilizada
para analisar as correlagdes entre a porcentagem de células marcadas para insulina,
somatostatina e glucagon. A intensidade da marcagdo para Superdxido Dismutase 1 (SOD1) e
Glutationa Peroxidase (GSH-Px) foram analisados por teste de Distribuicdo Gama. Para todas

as comparacdes foi considerado limite minimo de significancia estatistica de p<0,05.
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RESULTADOS

Para confirmar modelo de indugdo do diabete em ratas recém-nascidas, foi realizada
uma analise comparativa entre animais diabéticos e nao-diabéticos no D5 de vida, que
caracteriza o inicio do processo de regeneragdao pancreatica. Com relacdo aos animais
diabéticos, foi verificado que, apds a inducdo (D5), houve aumento da glicemia (Diabético =
520+118 versus Controle = 92420 mg/dL). Esses animais também apresentaram aumento da
concentracdo sérica de insulina (Diabético = 1,029+0,60 versus Controle = 0,21+0,06 mg/dL) e
glucagon (Diabético = 0,74%0,34 versus Controle = 0,43+0,08 ng/mL). Em relacdo a andlise
morfoldgica, as ratas diabéticas mostraram perda da citoarquitetura, com a perda do formato
circular caracteristico e apresentando extensdes a sua volta, abrangendo ndo somente as
células do pancreas enddcrino, mas também células do ducto e acinos. Houve diminuicdo na
porcentagem de células B (Diabético = 27,34+7,95 versus Controle = 50,50+8,75) e aumento na
porcentagem de células imunomarcadas para glucagon (Diabético = 49,07+11,96 versus
Controle = 27,2948,45) e somatostatina (Diabético = 30,31+10,45 versus Controle =
16,51+6,58). Em relagdo as enzimas antioxidantes, as ratas diabéticas no D5 apresentaram
diminuicdo na intensidade de marcagdo para SOD1 em relacdo ao controle (Diabético =
470711941 versus Controle = 229915+185114).

A comparagdo entre os animais dos grupos experimentais (controle e diabético) nos
diferentes dias de vida foi representada a seguir. Os animais diabéticos apresentaram menor
peso em relagdo ao grupo controle em D10 e D30 (Figura 1). Em relagdo a glicemia dos
animais, ndo houve diferencga estatistica entre os grupos (Figura 2).

As ratas diabéticas apresentaram dois pontos alterados (30 e 60 minutos) em relagédo
ao grupo controle durante o TOTG (Figura 3A). Houve diferenca significativa na AUC entre os
grupos avaliados (Figura 3B). Além das altera¢des glicémicas verificadas apds sobrecarga de
glicose, os animais diabéticos com 30 dias apresentaram maiores concentra¢des de
frutosamina (Diabético = 102,35 * 4,71 versus C = 73,31t 3,19 umol/l), confirmando
hiperglicemia nestes animais nas Ultimas trés semanas.

A concentracdo de insulina sérica dos animais controle e diabéticos em D10, D15 e D30
estd representada na Figura 4. As ratas diabéticas apresentaram menor concentracdo de
insulina sérica no D15 quando comparado ao grupo controle (Figura 4).

Em relagdo a concentragdo sérica de glucagon (Figura 5), houve maiores niveis desse
hormonio no D30 em relagdo aos demais dias do grupo controle. A comparagdo entre grupos
mostrou que as ratas diabéticas tiveram maiores niveis de glucagon nos dias D10 e D15

guando comparados com os respectivos dias de vida do grupo controle (Figura 5).
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A Figura 6 representa a porcentagem de células B pancreaticas das ratas do grupo
controle e diabéticas. As ratas diabéticas apresentaram menor porcentagem de células B em
relacdo ao grupo controle em todos os dias avaliados (Figura 6A). Independente do grupo
(controle e diabético), as células f estavam localizadas no centro da ilhota pancreatica (Figura
6B e C).

Em relacdo a porcentagem de células & (Figura 7), o grupo diabético apresentou maior
porcentagem de células imunomarcadas para somatostatina em todos os momentos avaliados
em relagdo ao grupo controle (Figura 7A). No grupo controle, as células imunomarcadas para
somatostatina permaneceram na periferia da ilhota pancreatica (Figura 7B) e, foi possivel
observar maior quantidade de células 6 dispersas no interior das ilhotas pancredticas das ratas
diabéticas (Figura 7C).

No pancreas das ratas diabéticas, houve maior porcentagem de células a-pancreaticas
em todos os dias avaliados em comparacdo ao grupo controle (Figura 8A). Em todos os
momentos, nos diferentes grupos, foi possivel observar que as células a estavam localizadas
na periferia da ilhota pancreatica (Figura 8B e C).

Tabela 1 representa as correlagdes entre os diferentes tipos de células (B, §, a) em
D10, D15 e D30. Com relagdo a correlagdo entre a porcentagem de células B e a, foi observada
correlacdo negativa em todos os dias estudados (Tabela 1). Houve correlacdo negativa
significativa entre a porcentagem de células marcadas para insulina e somatostatina em D10
Foi encontrada correlagdo positiva entre as células a e 6 em D10 e D15 (Tabela 1).

As ratas diabéticas apresentaram menor intensidade de marcagdo para SOD1 em D10,
D15 e D30 em relagdo ao grupo controle (Figura 9A). Quanto a GSH-Px, o grupo diabético tive
menor intensidade de marcag¢do para GSH-Px em D10 e D30 (Figura 10A) quando comparado

as ratas do grupo controle nos respectivos dias de vida.
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Figura 1. Comparagdo entre o grupo controle e diabético com relagdo ao peso (g) dos animais nos
diferentes dias de vida (n = 10 animais/grupo/momento).

Dados expressos como média + desvio padrdo (Distribuicdo Gama).

*p<0,05 — comparado ao grupo Controle.
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Figura 2. Comparagdo entre o grupo controle e diabético com relagdo a glicemia (mg/dL) dos animais
nos diferentes dias de vida
p>0,05 — sem diferenca estatistica.
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Figura 3. A — Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) no D28 de vida. B — Area sob a curva no dia D28
de vida.

Dados expressos como média + desvio padrdo (n= 10 animais/grupo/momento).

* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Teste t com medidas repetidas para TOTG).

* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Teste t para area sob a curva — AUC).
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Figura 4 Comparagdo entre o grupo controle e diabético com relagdo a insulina sérica (ng/mL) dos
animais nos diferentes dias de vida (n=5 animais/grupo/momento).
Dados expressos como média + desvio padrao (Distribuicdo Gama).

*p<0,05 — comparado ao grupo Controle.
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Figura 5. Comparagdo entre o grupo controle e diabético com relacdo ao glucagon sérico (ng/mL) dos
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animais nos diferentes dias de vida (n= 5 animais/grupo/momento).
Dados expressos como média + desvio padrdo (Distribuicdo Gama).
*p<0,05 — comparado ao grupo Controle.

Insulina (IHQ)
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D10 D15 D30

Dias de vida

Figura 6. Imunomarcacdo para insulina (células B) nas ilhotas pancreaticas dos animais do grupo
controle e diabético. A- Comparacdo entre a porcentagem de células imunomarcadas para insulina do
grupo controle e diabético nos diferentes dias de vida (n= 100 ilhotas/momento/grupo). B-
Imunomarcagdo para insulina no centro da ilhota pancreética do grupo controle (D30) (Aumento 40x).
C- Imunomarcagdo para insulina no centro da ilhota pancreatica do grupo diabético (D30) (Aumento
40X).

Dados expressos como média + desvio padrdo (Poisson).

*p<0,05 — comparado ao grupo Controle.
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Somatostatina (IHQ)
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Figura 7. Imunomarcagdo para somatostatina (células §) nas ilhotas pancreaticas dos animais do grupo
controle e diabético. A- Comparagdo entre a porcentagem de células imunomarcadas para
somatostatina do grupo controle e diabético nos diferentes dias de vida (n= 100
ilhotas/momento/grupo). B- Imunomarcacgdo para somatostatina na periferia da ilhota pancreética no
grupo controle (D30) (Aumento 40x). C- Imunomarcacdo para somatostatina no centro da ilhota
pancreatica no grupo diabético (D30) (Aumento 40X).

Dados expressos como média + desvio padrao (Poisson).

*p<0,05 — comparado ao grupo Controle.
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Figura 8. Imunomarcagdo para glucagon (células &) nas ilhotas pancreaticas dos animais do grupo
controle e diabético. A- Comparagdo entre a porcentagem de células imunomarcadas para glucagon do
grupo controle e diabético nos diferentes dias de vida (n= 100 ilhotas/momento/grupo). B-
Imunomarcagdo para glucagon na periferia da ilhota pancredatica do grupo controle (D30) (Aumento
40x). C- Imunomarcag¢do para glucagon na periferia da ilhota pancreatica do grupo diabético (D30)
(Aumento 40X).

Dados expressos como média + desvio padrdo (Poisson).

*p<0,05 — comparado ao grupo Controle.
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Tabela 1. Correlagdo entre a porcentagem de células B, a, 6-pancredticas nos diferentes dias de vida.

D10 D15 D30
Célula B x Célula a r’=-0,32787 r’=-0,48011 r’=-0,50396
(p=0,001) (p<0,0001) (p<0,0001)
Célula B x Célula & r’=-0,37485 r=-0,15599 r’=-0,2163
(p=0,0015) (p=0,1670) (p=0,0729)
Célula a x Célula & r?= 0,50793 r?=0,22550 r’=0,20436
(p=0,0002) (p=0,0443) (p=0,0897)

Correlagdo de Pearson
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Figura 9. Imunomarcagao para SOD1 nas ilhotas pancredticas dos animais do grupo controle e diabético.
A- Comparagdo entre a intensidade de marcagdo para células imunomarcadas com SOD1 nas ilhotas
pancredticas dos animais do grupo controle e diabético. B- Imunomarcagao nuclear e citoplasmatica
para SOD1 em ilhota pancredtica do grupo controle (D30) (Aumento 40X). C- Imunomarcagdo nuclear e
citoplasmatica para SOD1 em ilhota pancreatica do grupo diabético (D30) (Aumento 40X).

Dados expressos como média + desvio padrao (Distribuicdo Gama).

*p<0,05 — comparado ao grupo Controle.
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Figura 10. Imunomarcacdo para GSH-Px nas ilhotas pancreaticas dos animais do grupo controle e
diabético. A- Comparacdo entre a intensidade de marcagdo para células imunomarcadas com GSH-Px
nas ilhotas pancredticas dos animais do grupo controle e diabético. B- Imunomarcagdo nuclear e
citoplasmatica para GSH-Px em ilhota pancredtica do grupo controle (D30) (Aumento 40X). C-
Imunomarcagdo nuclear e citoplasmatica para GSH-Px em ilhota pancredtica do grupo diabético (D30)
(Aumento 40X).

Dados expressos como média + desvio padrao (Distribuicdo Gama).

*p<0,05 — comparado ao grupo Controle.
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DISCUSSAO

O presente estudo mostra que o dia D15 foi relevante para observar as alteracdes
pancreaticas nos animais com diabete induzido quimicamente por agente beta-citotdxico
(streptozotocin). Neste dia, a diminuicdo dos niveis séricos de insulina e aumento do glucagon
mostram que, nesta fase, o pancreas ainda nao foi capaz de restaurar a secrecao de insulina.
Em D15, também houve aumento no padrdo de marca¢do da enzima glutationa peroxidase,
possivelmente tentando compensar as alteragdes existentes na reestruturacao das ilhotas
pancredticas. Entretanto, isso ndo foi suficiente visto que as imunomarca¢des com insulina
foram reduzidas e houve aumento da marcacdo de glucagon e de somatostatina em todos os
periodos analisados.

Embora as ratas diabéticas tenham apresentado ganho de peso corpdreo progressivo,
este aumento foi menor em relacdo ao controle. As ratas diabéticas tiveram menor
porcentagem de marcac¢do de insulina em todos momentos estudados e menor concentracao
de insulina sérica no D15, além disso, houve aumento porcentagem de marcacao de glucagon
e de somatostatina e aumento nos niveis séricos de glucagon até o dia 15 de vida. Thyssen et
al. (2006) também observaram aumento de porcentagem de células ndo-p e nos niveis séricos
de glucagon nos primeiros 20 dias de vida em ratos machos que receberam STZ no 42 dia do
nascimento. Além disso, estudos com pacientes diabéticos (DM2) observaram aumento de
niveis séricos de glucagon e na massa de células a-pancreaticas (Baron et al., 1987; Reaven et
al., 1987; ki & Pour, 2007; Bosco et al., 2010). Um dos mecanismos que poderia estar
relacionado ao aumento da glicemia nestes animais seria 0 aumento da secregdo de glucagon.

Adicionalmente, nossos achados demonstraram que houve correlagao negativa entre a
porcentagem de células marcadas para insulina e somatostatina no 102 dia de vida, relagdo
inversa entre células B e a em todos os dias estudados e correlagao positiva entre as células a
e & nos dias 10 e 15, sugerindo que as células B podem estar se desdiferenciando em outro
tipo celular. Talchai et al. (2012) observaram que, em camundongos diabéticos geneticamente
modificados (db/db), um subconjunto de células B desdiferenciadas sofre conversdo para
outros tipos de células, principalmente células a. Esta desdiferenciacdo pode ser devido a
perda do fator de transcricio Fox01 presente na hiperglicemia. O Fox01 ativa outro fator de
transcricdo Pdx-1, que é regulador-chave da expressdo génica da insulina quando localizados
no nucleo. Este fato pode fornecer explicacdo para a relagdo inversamente proporcional entre
células B e células a no diabete.

Além disso, o modelo experimental utilizado nesse estudo mostrou que as ratas

diabéticas apresentaram diminuicdo da intensidade de marcagdo para SOD1 em todos os
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momentos avaliados e diminuicdo de GSH-Px nos dias 10 e 30 de vida. O quadro de estresse
oxidativo associado a diminuicdo das enzimas antioxidantes tem sido observado em estudos
com diabete clinico e experimental (O’Brien BA et al., 1996; Low et al., 1997). Células B de
ratos machos adultos foram isoladas e colocadas em diferentes concentra¢des de glicose para
analisar as enzimas antioxidantes e a presenca de ERO. Foi observado que células B,
responsivas a glicose, apresentam diminuicdo dos niveis de SOD em altas concentragbes de
glicose (300 mg/dL) (Geert et al, 2005). No entanto, neste estudo, a avaliagdo com
marcadores de lipoperoxidacdo é necessaria para confirmar o quadro de estresse oxidativo nos
animais diabéticos durante o primeiro més de vida.

Portanto, concluimos que 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 localizacdo 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 pancredticas destes animais. Sendo assim,
estas alteragGes morfoldgicas pancreaticas, decorrentes do diabete durante a janela critica do
desenvolvimento, podem contribuir para a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos do

diabete na vida adulta.
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RESUMO

Introdugdo: Em condicdes fisioldgicas, o organismo materno sofre adaptacGes durante a
gestacdo para promover um desenvolvimento fetal apropriado. O conhecimento das
adaptacbes pancredticas durante a gravidez é relevante para entender os mecanismos
envolvidos na faléncia das células beta (B) no estado diabético, gerando estresse oxidativo e
afetando negativamente as trocas nutricionais maternas e fetais. Objetivo: Avaliar as
adaptac0es nas ilhotas pancreaticas e o estresse oxidativo durante a prenhez para entender os
mecanismos envolvidos no pancreas enddcrino e sua relagdo com o desempenho reprodutivo
materno. Métodos: Para a inducgdo do diabete, os recém-nascidos fémeas receberam a droga
beta-citotdxica (streptozotocin - STZ) no primeiro dia de vida. No 17° dia de prenhez, foi
realizado o Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG). Com 18 dias de prenhez, as ratas foram
anestesiadas e mortas para coleta de amostras de sangue, pancreas e uUtero. O sangue foi
coletado para determinacdo de da concentracdo sérica de insulina e glucagon. O pancreas foi
processado para analises imunoistoquimica de insulina, glucagon, somatostatina, Ki-67 e PDX-
1, superoxido dismutase 1 (SOD1), glutationa peroxidase (GSH-Px) e malondialdeido (MDA). O
utero gravidico foi pesado e dissecado para contagem de fetos vivos e mortos, nimeros de
implantacdo e perdas embrionarias e fetais. Resultados/interpretacdo: As ratas que
receberam STZ apresentaram TOTG alterado, confirmando o estado diabético. Os pancreas
desses animais tiveram diminuicdo da area das ilhotas e porcentagem células imunomarcadas
para insulina positiva, hipertrofia das células B e aumento da porcentagem de células ndo- B
imunomarcadas para Ki-67 (proliferagdo celulares). Houve aumento na porcentagem de células
imunomarcadas para glucagon e somatostatina e aumento nas concentragdes séricas de
insulina e glucagon. As ratas com diabete apresentaram aumento na intensidade de marcagao
para MDA e diminuigdo para GSH-Px nas ilhotas pancreaticas. Houve aumento da porcentagem
de perdas pré e pés-implantagdo nas ratas prenhes. Conclusao: A hiperglicemia em associagao
a prenhez levou a alteragdes nas ilhotas pancreaticas como quadro de estresse oxidativo, com
diminuicdo da intensidade de células imunomarcadas para GSH-Px e aumento na intensidade
de marcacdo para MDA, aumento na porcentagem de células ndo-B e aumento na proliferacdo
celular nas ilhotas pancreaticas. As modificacbes presentes no pancreas enddcrino levaram a
alteragGes metabdlicas maternas, resultando em aumento na porcentagem de perdas pré e

pos-implantagcdo embrionarias.

Palavras-chave: prenhez, diabetes, pancreas enddcrino, Pdx-1, estresse oxidativo, ratas.
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INTRODUCAO

As células do pancreas endécrino e seus hormoénios apresentam funcao regulatéria
entre si, sendo considerado um micro érgdo especializado que regula a homeostase da glicose
[1]. As células beta (B) adultas respondem dinamicamente ao aumento da demanda de
insulina, expandindo sua massa funcional durante mudancgas metabdlicas, como a resisténcia a
insulina [2], idade [3] e gravidez [4]. Ao final da gravidez, o hormdnio lactogénio placentdrio
induz a diminuicao da sensibilidade a insulina nos tecidos maternos [5], favorecendo o
fornecimento adequado de nutrientes para o crescimento fetal [6]. Paralelamente, o pancreas
materno adapta-se ao aumento da demanda de insulina através da proliferacao de células B-
pancreaticas [7, 8].

Dentre os marcadores estudados no processo de adaptacdo pancredtica estd o
Pancreatic and Duodenal Homeobox-1 (Pdx-1), regula a fenotipagem, sintese de insulina e em
a proliferacdo de células B-pancreaticas [9]. Além disso, Pdx-1 é o principal fator de transcricao
que regula a sintese de insulina estimulada pela glicose. Com o aumento da glicose
intracelular, o Pdx-1 passa do citosol para o nucleo, ativando o gene responsavel pela sintese
de insulina [10, 11]. Células B-pancreaticas isoladas de pacientes diabéticos (pos mortem) e de
camundongos modificados geneticamente (db/db) apresentam numero reduzido de células
marcadas para Pdx-1 no nucleo, sugerindo que o deslocamento do Pdx-1 do citoplasma para o
nucleo pode ser importante para avaliar os mecanismos pelos quais ocorre a disfun¢do de
células B em pacientes diabéticos [12]. No entanto, a patogénese da disfungdo de células B no
diabete continua controversa [13].

As células produtoras de insulina apresentam capacidade limitada das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) para inativar ERO
[14]. Estudos sugerem que o aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO) e a reducdo de
defesas antioxidantes pode estar envolvido na etiologia, patologia e complicagGes cronicas do
diabete clinico e experimental [15].

Estudos demonstram que ratas prenhes com diabete de intensidade moderada
(glicemia entre 120-300 mg/dL) apresentam quadro aumento do marcador de lipoperoxidacdo
(MDA) e diminui¢do das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px no sangue [16-18] e na placenta
[18], que deflagrou no prejuizo na performance reprodutiva desses animais. No entanto, o
estresse oxidativo ndo foi avaliado no pancreas dessas ratas. Raza & John [19] observaram
aumento da expressao proteica de ERO, aumento da lipoperoxidacdo de membrana e da
enzima antioxidante GSH-Px, no pancreas desses animais, demonstrando que este 6rgdo

estava sob condicGes de estresse. Contudo, as células das ilhotas pancredticas ndo foram
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avaliadas de forma isolada.

Sendo assim, a ma adaptacdo do pancreas enddécrino frente a gravidez pode alterar as
concentracdes de glicose e de insulina no organismo materno, comprometendo o
desenvolvimento e crescimento embriofetal. No entanto, a patogénese da disfuncdo de células
B no diabete continua controversa. Estudos realizados anteriormente demonstraram que as
células B-pancredticas apresentam diminuicdo da defesa antioxidante e, que ratas diabéticas
prenhes apresentam estresse oxidativo no sangue, placenta e pancreas de maneira geral, mas
sem enfoque na interagao entre as células constituintes das ilhotas pancredticas. Com isso, nés
hipotetizamos que o estresse oxidativo, resultante da hiperglicemia materna, esta envolvido
na falha da adaptacdo do pancreas endécrino frente a um estado diabético, que por sua vez
afeta negativamente as trocas nutricionais maternas e fetais. Desta forma, o objetivo do
presente estudo é avaliar as adaptacbdes nas ilhotas pancreaticas e o estresse oxidativo
durante a prenhez para entender os mecanismos envolvidos no pancreas endécrino e sua

relacdo com o desempenho reprodutivo materno.

MATERIAIS E METODO

1. Animais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar mantidas sob condi¢cdes controladas de
temperatura (22129C), umidade (50+10%) e ciclo claro/escuro (12h) no Biotério do Laboratério
de Pesquisa Experimental em Ginecologia e Obstetricia. Agua filtrada e ragdo foram oferecidas
ad libitum. Essas ratas foram acasaladas com machos normoglicémicos (propor¢do de trés
fémeas e um rato macho) para obtenc¢do de recém-nascidos (RN) para composi¢do dos grupos
nado-diabético (controle) e diabético (indugcdo do diabete). Todos os procedimentos
experimentais aplicados nesse projeto foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp e foram aprovados sob

nimero de Protocolo 1219/2017 (ANEXO 1).

2. Sequéncia experimental
2.1 Periodo de diabetogénese - Indugao do diabete
Apds a obtencdo de proles (fémeas) recém-nascidas, oriundas do acasalamento de ratas
normoglicémicas conforme citado anteriormente, foi realizada a administracdo de 100 mg de
streptozotocin/kg de peso corporal no dorso de cada animal por via subcutdnea [20] no
primeiro dia de vida (D1). Os filhotes fémeas do grupo controle receberam no mesmo dia (D1)

volume do veiculo (tampdo citrato) correspondente ao do grupo que recebeu a droga
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diabetogénica. Como critério de inclusdo, no 52 dia de vida, foi determinada a glicemia dos
recém-nascidos através de uma pequena perfuracao na extremidade distal da cauda do animal
para obtencdo de uma gota de sangue, que foi depositada em glicofita, a qual foi introduzida
em glicosimetro convencional. Foram consideradas ratas diabéticas aquelas que apresentaram
glicemia igual ou superior a 400 mg/dL. As fémeas que ndo apresentaram glicemia igual ou
superior a 400 mg/dL foram mortas por decapitagdo. Para o grupo controle, foram incluidas as
fémeas que apresentaram glicemia inferior a 120 mg/dL e a aferigdo da glicemia foi realizada
similarmente a do grupo diabético. Todos os recém-nascidos dos respectivos grupos
experimentais foram mantidos com suas maes (preferencialmente um niimero maximo de oito
recém-nascidos fémeas por mae, que equivale ao numero de tetos funcionais para
amamentacdo), até o periodo de desmame.

2.2. Grupos Experimentais

Sendo assim, os grupos experimentais foram constituidos por:

- Controle: composto por RN fémeas que receberam tampao citrato em D1.

- Dmod: composto por RN fémeas que receberam STZ em D1.

2.3 Acasalamento e prenhez

As ratas adultas (90 dias de vida) dos grupos controle e diabético (diabete com niveis
glicémicos de menor intensidade) foram submetidas ao acasalamento durante 15 dias
consecutivos, que compreende trés ciclos estrais. Para isto, trés fémeas foram colocadas na
presenca de um macho no periodo overnight. Na manha seguinte, os machos foram removidos
e foi realizado o esfregaco vaginal. A presenca de espermatozoides nas laminas confirmou o
diagnostico de prenhez, sendo este considerado o dia zero de prenhez (DO) [21].

2.3.1 Teste Oral de Tolerdncia a Glicose (TOTG)

No 17° dia de prenhez, foi realizado o TOTG para avaliagdo do
desenvolvimento de alteragbes do metabolismo glicémico, um marcador empregado
rotineiramente na clinica para diagndstico do diabete. Apds seis horas de jejum, foi coletada
uma gota de sangue por punc¢do venosa na cauda das ratas para determinagdo glicémica
(tempo 0). Em seguida, as ratas receberam solucdo de glicose (0,2 g/mL) via intragastrica
(gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corpdreo. Decorridos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a
administracdo da solugdo de glicose, as glicemias foram determinadas. Essas medidas também
foram utilizadas para estimativa da area total sob a curva usando matematicamente o método

trapezoidal [22].

3. Laparotomia — Coleta de pancreas e performance reprodutiva materna

No 189 dia de prenhez, as fémeas (Controle e Dmod) foram anestesiadas com tiopental
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sodico (Thiopentax®) e, apds confirmag¢do dos sinais que evidenciaram o procedimento
anestésico de acordo com as instru¢gdes do médico veterindrio, os animais foram decapitados
em guilhotina de acordo com os grupos experimentais para obtencdo de amostras de sangue
oriundas da regido do pescoco (método de dessangramento). As amostras de sangue foram
coletadas em tubos secos para processamento das analises de insulina e glucagon séricas. Em
seguida, os animais foram submetidos a laparotomia para coleta dos cornos uterinos e do
pancreas.

3.1 Determinagao sérica de insulina e glucagon

As amostras de sangue total foram centrifugadas a 1575 x g durante 10 minutos a 4°C.
Apds esse procedimento, o soro foi obtido e armazenado em freezer a -80°C até a
determinacdo de insulina (Crystal Chemical® - Codigo: 90060) e glucagon (Sigma Aldrich® -
Cdadigo: RAB0202) seguindo as instrucdes dos fabricantes dos kits comerciais especificos.

3.2 Anadlise da performance reprodutiva materna

Foi realizada laparotomia para retirada e exposi¢cdo dos cornos uterinos para contagem
de implantac@es, reabsor¢des (mortes embrionarias), fetos vivos e mortos. Os ovarios também
foram retirados para a contagem de corpos IUteos para avaliagdo indireta da ovocitacdo. A
taxa de perda pré-implantacdo foi calculada por: [NiUmero (N°) de corpos luteos — N°
implantagdes]/N° corpos lateos x 100. A taxa de perda pds-implantagdo foi determinada por:
(N° de implantagdes — N° de fetos vivos)/N° de implantagGes x 100. A taxa de viabilidade fetal
por foi determinada por: N° de fetos vivos/N° de implantagdes [21].

3.3 Analise morfolégica do pancreas

As amostras de pancreas obtidas nos diferentes dias de experimento foram pesadas e
fixadas em formaldeido (P.A.) 10% por 24 horas e, em seguida, acondicionadas em etanol 70%.
Os fragmentos foram processados e incluidos em parafina para corte em micrétomo rotativo
no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia de Botucatu
(FMVZ_Unesp). A coloragdo em hematoxilina e eosina (HE) foi realizada no Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterindaria e Zootecnia de Botucatu (FMVZ_Unesp). Apds
coloracdo em HE, foi realizada a analise morfoldgica (citoarquitetura da ilhota pancreatica e
area) em sistema computadorizado de imagem (Software KS-300, versdo 3.0, Zeiss®), que
recebe imagem por camara digital (CCD-IRIS/RGB, Sony®), acoplada a microscépio (DMR,
Leica®).

3.4 Analise imunoistoquimica (IHQ)

Para a técnica de IHQ, os pancreas foram cortados em oito se¢des de 5um cada. Os

anticorpos primarios usados foram: anti-insulina, anti-glucagon e anti-somatostatina, para

avaliacdo dos hormoénios das ilhotas pancreaticas, anti-Ki-67 e anti-PDX-1 para avaliacdo da
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proliferacdo pancredtica e, anti-superéxido dismutase 1, anti-glutationa peroxidase e anti-
malondialdeido para avaliacdo do quadro de estresse oxidativo. A recuperagao antigénica foi
realizada na panela de pressao Elite Bistro® com solu¢do de citrato (pH 6,0) por 30 minutos
para os anticorpos ant-insulina, anti-glucagon e anti-Ki-67 e, por 20 minutos para anti-
superdxido dismutase 1, anti-glutationa peroxidase e anti-malondialdeido. Para os anticorpos
anti-PDX-1 e anti-somatostatina ndo foi realizada a recupera¢do antigénica. O bloqueio da
peroxidase enddgena (Peroxidase inhibitor containing hydrogen peroxide and 15 mM sodium
azide - Dako®) foi realizado por 40 minutos em temperatura ambiente para todos os
anticorpos. Para o bloqueio de proteinas inespecificas, foi utilizado Protein Block (0.25%
casein in PBS, containing carrier protein and 15 mM sodium azide - Dako®) durante 30 minutos
em estufa a 27°C. O blogueio com leite desnatado 8% (Molico®) foi utilizado para os anticorpos
anti-superoxido dismutase 1, anti-glutationa peroxidase e anti-malondialdeido por uma hora a
temperatura ambiente. As diluicdes para os anticorpos primdrios foram: anti-insulina
(Abcam®, Codigo: ab8304) 1: 10.000 (incubacgdo por uma hora em estufa a 27°C), anti-glucagon
(Abcam®, Cédigo: ab8055) 1:500 (incubacdo por duas horas em estufa 27°C), anti-
somatostatina (DAKO®, Cddigo: a0566) 1:2000 (incubagdo overnight em geladeira a 4°C), anti-
Ki-67 (anti-Ki67_Spring®) 1:100 (incubacdo overnight em geladeira a 4°C), anti-PDX-1 (Abcam®,
ab47267) 1:500 (incubacdo por duas horas a 27°C), anti-superdxido dismutase 1 (Abcam®,
ab16831) 1:200 (24 horas a 4°C), anti-glutationa peroxidase (Abcam®, ab22604) 1:400 (24
horas a 4°C), anti-malondialdeido (Abcam®, ab6463) 1:500 (24 horas a 4°C). Apds a incubacdo
do anticorpo primario, foi adicionado o anticorpo secundario (Histofine) por 30 minutos em
estufa a 27°C. Para a revelagdo da peroxidase, foi utilizado o cromdégeno DAB (3,3-
diaminobenzidine) por 3 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
contra-coradas em hematoxilina de Mayer e montadas.

A imagens foram capturadas através do sistema computadorizado de imagem (Software
KS-300, versdo 3.0, Zeiss®), que recebe imagem por cdmera digital (CCD-IRIS/RGB, Sony®),
acoplada a microscopio (DMR, Leica®) e a contagem de células foi realizada através do
software ImageJ®. A porcentagem células presentes na ilhota pancredtica foi calculada pela
razdo entre o nimero de células imunomarcadas e o nimero de células totais e o valor obtido
foi multiplicado por 100 [23].

Porcentagem (%) _ NuUmero de células marcadas X100
células marcadas

Numero de células totais
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4. Analise Estatistica

Para o cdlculo do tamanho amostral (n), foi realizado esquema em fatorial com
delineamento inteiramente casualizado com o auxilio do especialista em Bioestatistica do
Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu_Unesp. Sendo
estabelecido um “n” de 10 animais/grupo para cada periodo de vida. Para analise
imunoistoquimica, o calculo foi estimado em seis animais/grupo para cada periodo, com
analise minima de 10 ilhotas /animal/péancreas.

Para comparacao da concentracao de glucagon, e drea sob a curva foi utilizado o Teste
T. As concentragdes séricas de insulina foram analisadas por Distribuicdo Gama. O Teste Oral
de tolerancia a Glicose foi analisado pelo Teste-T com medidas repetidas. A area das ilhotas
pancredticas foi avaliada pela Distribuicdo Gama. Para imunomarcacdes para Ki-67 e
porcentagens de células imunomarcadas para insulina, somatostatina e glucagon, foi utilizado
teste de Poisson. A Distribuicdo Gama foi usada para comparacdo da imunomarcacdo para
Pdx-1. A intensidade da marcagdo para Superéxido Dismutase 1 (SOD1), Glutationa Peroxidase
(GSH-Px) e Malondialdeido (MDA) foi analisada por Teste t. A Correlacdo de Pearson foi
utilizada para analisar a relagdo entre a porcentagem de imunomarcacao para insulina e MDA.
A andlise de Contingéncia foi utilizada para avaliar a porcentagem de perdas pré e pos-
implanta¢do no dia 18 de prenhez. Para todas as comparacgdes, foi considerado limite minimo

de significancia estatistica de p<0,05.

RESULTADOS

As ratas do grupo Dmod apresentaram maior nimero de ilhotas pancreaticas (47,75
17,29) em comparagao as ratas do grupo controle (29,63 + 9,72) (p=0,0216). A area total das
ilhotas pancreaticas (Figura 1A) foi menor nas ratas diabéticas. A analise morfoldgica
observada pela coloragdo em HE mostrou que as ilhotas pancredticas de ambos os grupos
apresentaram formato arredondado (Figuras 1B e C). As ratas prenhes diabéticas mostraram
maior porcentagem de células imunomarcadas para Ki-67 no interior da ilhota pancreatica
(Figura 2A) e diminuicdo para Pdx-1 no nucleo das células da ilhota pancreatica (Figura 2D)
guando comparadas as ratas do grupo controle (p<0,05).

A imumarcacdo para os hormonios pancreaticos (insulina, glucagon e somatostatina)
foi apresentada na Figura 3. Houve menor porcentagem (%) do nimero de células marcadas
para insulina (célula B) (Figura 3A), maior porcentagem de células imunomarcadas para
glucagon (Figura 3D) e somatostatina (Figura 3G) nas ratas prenhes diabéticas em comparagéao

ao grupo controle. Independente do grupo, a imunomarcagdo para insulina (células B) foi
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observada no centro das ilhotas pancreaticas (Figuras 3B e C), a imunomarca¢do para as
células a (Figuras 3E e F) e § (Figuras 3H e ) foi verificada na periferia das ilhotas pancreaticas.

A intensidade das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase-1 (SOD1), Glutationa
peroxidase (GSH-Px) e do marcador de lipoperoxidacdo Malondialdeido (MDA), foram
representados na Figura 4. Foi observado que as ratas com diabete aos 18 dias de prenhez
apresentaram aumento de intensidade do anticorpo anti-MDA (Figura 4l) e diminuicdo na
intensidade da marcacdo para o anticorpo anti-GSH-Px (Figura 4H) nas ilhotas pancreaticas
guando comparado ao grupo controle (p<0,01).

A Figura 5 representa a correlagdo negativa (p=0,01) entre a porcentagem de células
imunomarcadas para insulina (células B-pancreaticas) e a porcentagem de nucleos marcados
para MDA nas ilhotas de ratas com 18 dias de prenhez.

A Figura 6 representa os ensaios bioquimicos realizados no estudo. No TOTG, as ratas
do grupo Dmod apresentaram aumento da glicemia aos 15, 30 e 60 minutos apds a sobrecarga
de glicose em comparacao as ratas controle (Figura 6A). Os niveis de glicose circulantes (AUC)
durante o todo o teste TOTG (Figura 6B) foram maiores nas ratas Dmod (20647,5+4862,10
mg/dL/120min) quando comparadas ao grupo controle (9876,25+ 1370,06 mg/dL/120min).
Houve diferenca significativa em relacdo aos niveis séricos de insulina (p<0,05). As ratas com
diabete apresentaram maior concentracao sérica de glucagon (Figura 6D) em relacdo as ratas
diabéticas (p<0,05).

A porcentagem de ratas que apresentaram perdas pré e pds-implantacdo no dia 18 de
prenhez foi representada na Figura 7. O grupo diabete apresentou maior porcentagem de

perdas pré e pdés-implantagdo em relagdo ao grupo controle (p <0,05).
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Figura 1. Area das ilhotas pancredticas no dia 18 de prenhez. A — Area das ilhotas pancredticas
(milimetros quadrados). Fotomicrografia do pancreas apresentando as ilhotas pancreaticas (circuladas
em preto) e as células acinares. B — Fotomicrografia do pancreas de ratas controle, mostrando a area
das ilhotas pancreaticas de ratas controle em proporcdo normal. C - Fotomicrografia do pancreas de
ratas com diabete, mostrando diminuicdo da area das ilhotas pancredticas. Coloragdo em Hematoxilina
& Eosina (H&E). Aumento 20X.

Dados apresentados como média * desvio padrio (n= 100 ilhotas/ grupo)

* p<0,05 — diferenca estatisticamente significativa (Distribuicdo Gama)
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Figura 2. Marcagdo nuclear (Imunoistoquimica) para os anticorpos anti-Ki-67 e anti-Pdx-1 no dia 18 de
prenhez. A — Comparagdo entre a porcentagem (razdo entre o numero de células marcadas para Ki-
67/nimero total de células nas ilhotas pancreaticas x 100) em ambos os grupos experimentais. B —
Comparagdo entre a porcentagem de células imunomarcadas para Pdx-1 nas ilhotas pancreaticas em
ambos os grupos experimentais. Dados expressos como média + desvio padrdo (n= 100 ilhotas/grupo).

* p<0,05 — comparado ao grupo controle (Poisson - para imunomarg¢do com anti-Ki-67).

* p<0,05 — comparado ao grupo controle (Distribuicdo Gama - para imunomarg¢do com anti-Pdx-1).
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Figura 3. Imunoistoquimica para a imunomarcagao citoplasmatica (setas pretas) para anti-insulina (célula B),
anti-glucagon (célula a) e anti-somatostatina (célula 6) nas ilhotas pancredticas no dia 18 de prenhez. A -
Comparagdo entre a porcentagem de insulina (razdo entre o nimero de células marcadas para insulina/ndmero
total de células nas ilhotas pancreaticas x 100) em ambos os grupos experimentais. B e C — Fotomicrografia dos
pancreas de ratas controle (B) e com diabete (C) mostrando a imunomarcagdo citoplasmatica para insulina ao
centro da ilhota pancreatica. D - Comparagdo entre a porcentagem de glucagon (razdo entre o nimero de células
marcadas para glucagon/nimero total de células nas ilhotas pancredticas x 100) em ambos os grupos
experimentais. E e F - Fotomicrografia dos pancreas de ratas controle (E) e com diabete (F) mostrando a
imunomarcacdo citoplasmatica para glucagon ao centro da ilhota pancreatica. G - Comparagdo entre a
porcentagem de somatostatina (razdo entre o nimero de células marcadas para somatostatina/nimero total de
células nas ilhotas pancreaticas x 100) em ambos os grupos experimentais. H e | - Fotomicrografia dos pancreas
de ratas controle (H) e com diabete (I) mostrando a imunomarcagédo citoplasmatica para somatostatina ao redor
da ilhota pancreatica. Aumento 40X.

Dados expressos como média + desvio padrdo (n= 100 ilhotas/grupo).

* p<0,05 — comparado ao grupo controle (Poisson).
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Figura 4. Imunomarcagdo para anticorpos anti-SOD1, anti-GSH-Px e anti-MDA nas ilhotas pancreaticas
das ratas controle e diabéticas com 18 dias de prenhez. Aumento 40X. A — Comparagdo entre a
intensidade de marcagdo para SOD1 nas ilhotas pancredticas das ratas controle e diabéticas no dia 18 de
prenhez. B e C — Imunomarcagdo para SOD1 nas ilhotas pancredticas (citoplasmatica e nuclear) de ratas
controle (B) e com diabete (C). D — Comparagdo entre a intensidade de marcagdo para GSH-Px nas
ilhotas pancreaticas das ratas controle e diabéticas no dia 18 de prenhez. E e F — Imunomarcacgdo para
GSH-Px nas ilhotas pancreaticas (citoplasmatica e nuclear) de ratas controle (E) e com diabete (F). G —
Comparagdo entre a intensidade de marca¢do para MDA nas ilhotas pancredticas das ratas controle e
diabéticas no dia 18 de prenhez. H e | — Imunomarca¢do para MDA nas ilhotas pancreaticas
(citoplasmatica e nuclear) de ratas controle (H) e com diabete (l).

Dados expressos como média + desvio padrdo (n= 100 ilhotas/grupo).

* p<0,05 — comparado ao grupo controle (Teste-T).
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Figura 5. Correlacdo negativa entre células imunomarcadas para insulina e MDA nas ilhotas pancreaticas
de ratas com 18 dias de prenhez.
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Figura 6. Ensaios bioquimicos. A — Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) no dia 17 de prenhez. B —
Area sob a curva no dia 17 de prenhez. C — Concentragdo sérica de Insulina no dia 18 de prenhez. D —
Concentracdo sérica de Glucagon no dia 18 de prenhez.

Teste Oral de Tolerdncia a Glicose (TOTG):

Dados expressos como média + desvio padrdo (n= 10 animais/grupo/momento).

* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Teste-T com medidas repetidas para TOTG).

* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Teste-T para area sob a curva - AUC e concentragdo sérica de
glucagon).

* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Distribuicdo Gama para concentracgdo sérica de insulina).
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Figura 7. Porcentagem (%) de perdas pré e pds-implantagdo nas ratas controle e com diabete no dia 18
de prenhez.

Dados expressos como porcentagem média.
* p<0,05 - comparado ao grupo controle (Analise de Contingéncia).
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prejuizo no desempenho reprodutivo em ratas diabéticas prenhes.
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DISCUSSAO

A elucidacdo dos mecanismos responsaveis pelas mudancas nas células B antes e
durante a prenhez é relevante para a compreensdo da patogénese do diabete. O presente
estudo demonstrou que as ilhotas pancreaticas de ratas diabéticas diminui¢cdo da intensidade
de células imunomarcadas para GSH-Px, aumento na intensidade de marcagdo para MDA,
aumento na porcentagem de células a e §, aumento na proliferacdo celular nas ilhotas
pancreaticas e diminuicdo na porcentagem de células B-pancreaticas. Além disso, houve dois
pontos alterados no TOTG, aumento nas concentra¢des séricas de glucagon e insulina, e
aumento na porcentagem de perdas pré e pds-implantacdao embrionarias.

Poucos estudos com diabete e prenhez sdo encontrados na literatura, com isso, este
trabalho contribuiu para avaliar o mecanismo pelo qual ocorre a ma adaptacdo do pancreas
endécrino no diabete em associacdo a prenhez. No entanto, ndo foi realizada a dupla
marcacao das células pancredticas enddcrinas para determinar qual a célula que estd em
proliferacdo, além disso, o cdlculo da massa de células pancreaticas enddcrinas ndo foi
realizado.

No presente estudo, foi utilizado um modelo de diabete com niveis glicémicos de
menor intensidade previamente padronizado em nosso laboratério [24, 25]. Para indugdo do
diabete em ratos, utilizou-se o STZ como agente quimico diabetogénico. Durante o periodo
neonatal (até o dia 17 de vida), o pancreas enddcrino de roedores tem alta taxa de
proliferacdo celular, sendo este, um mecanismo fisioldgico que ocorre no organismo,

possibilitando adaptacdo pancreatica conforme o crescimento do animal e possibilitando a

homeostase da glicose na idade adulta [26, 27]. Além disso, as células B podem sofrer
neogénese a partir de outras células ou através de precursores ductais, o que também
contribui para a expansdo da massa de células B durante o desenvolvimento do organismo
[28]. Devido a proliferagao fisioldgica e a neogénese pancreatica, ratos que sdo expostos ao
STZ, no periodo neonatal, tém regeneragao parcial das células B, resultando em hiperglicemia
de intensidade leve a moderada na vida adulta destes animais [29].

Neste trabalho, observou-se que as ratas diabéticas prenhes apresentaram ilhotas
pancreaticas com citoarquitetura arredondada, assim como encontrado na literatura [30]. No
entanto, com diminui¢do da area total da por¢do enddcrina. Além disso, houve diminuicdo na
porcentagem de células pB-pancredticas e aumento da porcentagem das células

imunomarcadas para glucagon e somatostatina. Estudo prévio realizado em ratas adultas (90

dias de vida) ndo-prenhes com diabete também apresentam ilhotas pancredticas com
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citoarquitetura arredondada, diminuicdao da drea e porcentagem de células B-pancredticas de
forma similar ao dos animais nao-diabéticos (dados nao publicados), comprovando que a
prenhez foi a responsdvel pelo nimero reduzido de células B-pancredticas, mesmo
aumentando o numero de células em proliferacdo no interior das ilhotas pancredticas,
conforme observado neste estudo. Portanto, este resultado sugere que a proliferacdo ocorreu
em células ndo-f pancreaticas. No entanto, ndo houve uma andlise de dupla marcacdo para
confirmar esta hipétese e identificar o tipo celular em proliferagdo (a ou 8).

Embora ndo tenha sido realizada a anadlise de massa de células nas ilhotas
pancreadticas, foi observado aumento da porcentagem de células a e 6-pancredticas e aumento
nas concentracdes séricas de glucagon nas ratas prenhes diabéticas. Estudos com pacientes
diabéticos (DM2) mostram aumento na massa de células a pancreaticas [31, 32] e aumento
dos niveis séricos de glucagon [33, 34], mostrando que o diabete também resulta da secrecao
excessiva de glucagon e ndo somente da falha das células B-pancreaticas. No entanto, ndo
existem dados na literatura que confirmem estes achados utilizando esse modelo de diabete
na prenhez de ratas.

Diante dos resultados encontrados, varios mecanismos podem estar relacionados as
alteracdes morfoldgicas e funcionais das ilhotas pancreaticas, dentre eles o fator de
transcricdo Pdx-1, que apresentou diminuicdo na porcentagem de células imunomarcadas em
ratas diabéticas prenhes. Sabe-se que o Pdx-1 desempenha um papel central na sobrevivéncia
das células B-pancreaticas e atua como regulador-chave da expressdo génica da insulina
quando localizados no nucleo das células B-pancredticas [10]. Ardestani et al. [12] também
verificaram diminui¢do na porcentagem da imunomarcacao de insulina e de Pdx-1 nuclear em
linhagens de células B de ratos que foram submetidas a altas concentragdes de glicose
(glicemia>400mg/dL). Estudos mostram que a hiperglicemia cronica, mesmo de intensidade
moderada, induz a glicotoxicidade, resultando em disfun¢do e diminuicao da massa de células
B [35], tanto em modelos animais, como em humanos [36], sugerindo novamente que, a
proliferacdo observada neste estudo, pode estar ocorrendo em células ndo-p.

O mecanismo que poderia justificar a reducdo da imunomarcacdo de Pdx-1 no
ambiente diabético é a presenca de estresse oxidativo, induzido por hiperglicemia. Neste
estudo, as ratas diabéticas prenhes tiveram diminui¢do na intensidade da marcagdo de GSH-Px
e aumento na intensidade de marcacdo para MDA, confirmando o estado de estresse
oxidativo. Além disso, houve correlagdo negativa de 50% entre a porcentagem de células
imunomarcadas para insulina e MDA, que confirma que a medida que aumenta a
lipoperoxidagdo, diminui o nimero de células B nas ilhotas pancreaticas. Varios estudos

evidenciam o papel do estresse oxidativo na disfun¢do das células B [37, 38]. Kawamori et al.
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[39] submeteram a linhagem de células B em 50umol/L de H,0, por 24h e foi verificado,
através da expressdo proteica, que houve diminuicdo de Pdx-1 no nucleo das células B-
pancreaticas com o aumento do tempo de exposicao ao perdxido de hidrogénio.

Estudos demonstram que durante a prenhez, as ilhotas pancredticas maternas
aumentam em nuimero de células e/ou em tamanho para compensar as demandas fisioldgicas
da prenhez [40]. No presente estudo, a prenhez diabética causou aumento do nimero de
ilhotas para compensar a reducdo do numero destas células além do aumento das
concentragdes séricas de insulina e hiperglicemia. Os picos hiperglicémicos existentes nestas
ratas prenhes diabéticas levaram a alteracdes metabdlicas, que repercutiram no organismo
materno e na unidade feto-placentaria. No presente estudo, houve aumento na porcentagem
de perdas pré e pds-implantacdo embriondrias no grupo diabético. Estudos demonstram que a
perda pré-implantacdo pode estar relacionada com a diminuicdo da concentracdo da proteina
GM-CSF uterina nestas ratas [41], proteina a qual é secretada no limen uterino pelas células
epiteliais do oviduto e Utero, especialmente no periodo de pré-implantagdo, proporcionando o
desenvolvimento e a sobrevivéncia do embrido [42]. Portanto, independentemente, da
concentracdo de glicose e insulina em jejum estarem normais, o diabete levou a altera¢des
metabdlicas que prejudicaram a implantagdo embriondria e o desenvolvimento de sua prole.

Com isso, observou-se que a hiperglicemia em associa¢do a prenhez levou a alteracdes
nas ilhotas pancredticas como quadro de estresse oxidativo, com diminui¢do da intensidade de
células imunomarcadas para GSH-Px e aumento na intensidade de marcagdo para MDA,
aumento na porcentagem de células ndo-f e aumento na proliferacdo celular nas ilhotas
pancreaticas. As modificagBes presentes no pancreas enddcrino levaram a alteragdes
metabdlicas maternas, resultando em aumento na porcentagem de perdas pré e pods-
implantagdo embrionarias. Portanto, a associagdo entre o diabete e a prenhez levou respostas
adaptativas no pancreas enddcrino que nao foram suficientes para controlar a homeostase da

glicose, resultando em prejuizo no desempenho reprodutivo materno.
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