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RESUMO

SILVA, Leonardo Carvalho. Alteracdes histopatolégicas pancreéticas,
placentarias e na matriz extracelular hipofisaria durante a diabetes mellitus
gestacional. 2013. 76 f. Tese (Doutorado) em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro e Universidade Federal do Maranh&o, Sao Luiz, 2013.

A Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) pode ser definida como intolerancia a
carboidrato durante a gravidez e estima-se que pode afetar 10-22% de todas as
pacientes gravidas. Durante a gravidez podem surgir diversas complicacdes para o feto
como risco elevado de aborto espontaneo, anormalidades congénitas e morbidade e
mortalidade neonatal. Entretanto, podem surgir também altera¢cdes morfofuncionais em
diversos orgdos da mae diabética, porém isso ndo € bem estabelecido. Investigar se
havera ou nado alteracdes bioquimicas e histopatolégicas em diversos 6rgaos, como
hipofise, utero, placenta e pancreas de ratas gravidas com diabetes mellitus durante e
no final da gravidez e compara-las . Aléem disso, investigar se ha alteracdo na matriz
extracelular (MEC) da hipéfise desses animais. No 5° dia de vida, ratas Wistar foram
divididas em dois grupos: um tratado com estreptozotocina (Grupo Diabético / DIAB), na
dose de 90 mg/kg, subcutaneo e outro grupo, que foi tratado com veiculo (tampé&o
citrato/CTR). Aos 90 dias de vidas, foram submetidas ao cruzamento. Apos isso, foram
sacrificadas no 11° e 21° dia de gravidez. Foram avaliados glicemia e bioquimica
maternal e nimero de implantes .O pancreas, Utero, placenta e hipéfises foram coradas
com Hematoxilina e Eosina e somente as hipdéfises foram coradas com Massom e
Picrosirius, para avaliacdo da MEC.Os animais diabéticos tanto do 11° quanto do 21° dia
apresentaram uma reducdo no numero de implantes, menor peso e maior glicemia e
colesterol total, em relagdo aos animais controle independente do dia da gravidez. Nao
foi verificada diferenca dos niveis de triglicerideos entre os grupos ndo diabéticos e
diabéticos, independente dos dias. Entretanto, os animais diabéticos que finalizaram o
periodo de gestacdo apresentaram uma maior glicemia maternal em relacdo ao grupo
diabético do 11° dia. Péancreas de ratas diabéticas do 21° dia apresentaram
vacuolizacao intracitoplasmatica das ilhotas, insulite,migracéo de células inflamatorias,
espessamento da parede do vaso e fibrose periductal e vascular. Essas alteracdes
foram verificadas com bem menor intensidade nos animais diabéticos do 11° dia. Foi
verificado que a placenta de animais diabéticos apresenta congestdo na interface
materno-fetal, migracdo celular, maior concentragdo de vasos maternos e fetais, mas
em forma irregular , necrose e vacuolizagdo. A hipéfise de animais diabéticos mostraram
células croméfobas agregadas, aumento da espessura de fibras de colageno vermelhas
da MEC, em contraste com o controle, que foi visualizado fibras em verde e em formato
de feixe. A diabetes desempenhou um total remodelamento da hipdfise. Gravidez de
animais diabeticos mostraram maior dano ao pancreas e placenta, especialmente no
final da gravidez. Em consequéncia dessa alteracbes, esses animais diabéticos
apresentaram hiperglicemia, maior colesterol total, porém menor peso materno, nimero
de implantes e sem alteracdes nos triglicerideos. Esse € o primeiro estudo a demonstrar
remodelamento tecidual em alguns elementos da MEC na hipofise, como espessamento
da camada da MEC e fibras de coldgeno em verde. Alteracdes da MEC da hipdfise séo
provavelmente devido ao processo de diabetes na gestacao.

Palavras-chave: Gravidez. Diabetes mellitus. Placenta. Hipdéfise. Matriz extracelular.



ABSTRACT

Gestational Diabetes Mellitus (GDM) can be defined as carbohidrat
intolerance during pregnancy and it may affect 10-22% off all pregnant pacients.
During pregnancy can surge lots of complications to the fetus such as high risk of
spontaneous abortion, congenital abnormalities and neonatal morbity and mortality.
However, it can also surge morphofunctional alterations in several organs of the
diabetic mother, but it has not been well established .To investigate if there is going
to be biochemical and histopathological alterations in several organs, such as
pituitary, uterus, placenta and pancreas of pregnant diabetics rats during and in the
end of pregnancy and compared them. Furthermore, to investigate if there is pituitary
alteration of the extracellular matrix (ECM) in these animals. On the 5" day of life,
Wistar rats were divided in two groups: one treated with streptozotocin (Diabetic
Group/DIAB) , with the dose of 90 mg/kg, subcutaneous and another group , treated
with vehicle (citrate buffer/CTR). At 90 days of life, they were mated . After, they were
sacrified at 110 e 210 days of pregnancy. Were evaluated maternal glicemia and
biochemistry and implant numbers. The pancreas, uterus,placenta e pituitary were
stained with Hematoxilin and Eosin and only the pituitary were stained with Masson
and Picrosirius, for ECM evaluation. Diabetic animals of 110 day as well as 210 days
during pregnancy showed a reduced implant numbers, reduced weight and higher
glicemia and total cholesterol , compared with control animals independent of
pregnancy day. It was not verified difference in triglycerides levels between non
diabetic and diabetic animals, independent of the day. However, diabetic animals that
concluded the gestational period showed a higher maternal glicemia compared with
11o day diabetic group. Pancreas of 21o days diabetic animals showed islets
intracitoplasmatic vacuolization, insulitis, inflammatory cell migration, thickness of
wall vessel and periductal and vascular fibrosis. These alterations were verified in low
intensity in  11o day diabetic animals. It was verified at the placenta of diabetic
animal congestion in the interface maternal-fetal ,cell migration , higher concentration
of maternal and fetal vessels , but in irregular shape , necrosis and vacuolization.The
pituitary of diabetic animals showed chromophobs cells aggregation, stiffness of red
collagen fibers of ECM , in contrast of control, that was visualized green ones and in
bundle shape . Diabetes performed a total tissue remodeling in pituitary . Pancreas of
diabetic pregnant animals showed a more damage pancreas and placenta, especially
in the end of pregnancy.In consequence of these alterations,these diabetic animals
presented hyperglycemia, higher total cholesterol , but low maternal weight , implant
numbers and no changes in triglycerides. This study is the first to demonstrate that
during experimental gestational diabetes occurs a tissue remodeling of some
elements of ECM in pituitary, such as stiffness of ECM and presence of red collagen
fibers. Control animals presented a thin ECM layer and green collagen fibers.Pituitary
alterations in ECM probably are due diabetes process during pregnancy.

Keywords: Pregnancy. Diabetes mellitus. Placenta. Pituitary. Extracellular matrix.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Tabela

Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12:

Figura 13

Figura 14

LISTA DE ILUSTRACOES

Estrutura da estreptozotoCing.............ccevvvvvveieiiiiiiinie e 18
Tipos de hormdnios lactogénicos durante a gravidez em roedores 25
Elementos da Matriz Extracelular.............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
Tipos de colageno e localizagBes...........ccovvveevuiiiiiiiieee e, 29
Integracdo de sinais e vias de transducdo ativadas pelas
METAlOPIOtEINASES. ....ccoiiiiiii ittt 31
Respostas placentais em resposta ao insulto da diabetes............. 34
Peso maternal de ratas diabéticas e ndo-diabéticas durante e no
final da gravidez...........ccooiiiiiieece e 43
Numero de implantes de ratas ndo-diabéticas e diabéticas
durante e no final da gravidez............cccueeieiiiiii 44
Glicemia de ratas diabéticas e n&do diabéticas durante e no final

A GraVvIdeZ........coooiiii e 46
Colesterol total de ratas diabéticas e ndo diabéticas durante e no

final da gravidez............ooooiiiiiiiie e a7
Triglicérideos de ratas diabéticas e ndo diabéticas durante e no
final da gravidez............ooooiiiiiiiii e 48
Histopatologico de pancreas de ratas diabéticas ou ndo, durante
(11D) ou final (21D) da gestacao corados por hematoxilina e

€0SINA (HE, 400X).....cutiiiiiiiiiiiiee ittt 50
Histopatologico de placenta de ratas ndo-diabéticas, durante

(11D) ou final (21D) da gestacéo corados por Hematoxilina e

E0SIiNa (HE, 400X).....cciiiiiii ettt e s 52
Histopatologico de placenta de ratas diabéticas, durante (11D) ou
final (21D) da gestacdo corados por hematoxilina e eosina (HE,
1010 TSSO URTTRPPPTP 53
Histopatologico de hipéfises de ratas diabéticas ou ndo, durante

(11D) ou final (21D) da gestacdo corados por Masson (Masson,



Figura 15

Figura 16

Histopatoldgico de hipofises de ratas ndo diabéticas, durante
(11D) ou final (21D) da gestacao corados por Picrosirius (Masson,

Histopatologico de hipofises de ratas diabéticas, durante (11D)

ou final (21D) da gestagao corados por Picrosirius (Masson,200x



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DM2- Diabetes Mellitus 2

EUA — Estados Unidos da América
IL-10-Interleucina 10

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral a
GAGs — Glicosaminoglicanos

TIDA — neurdnios tubeloinfundibulares
TRH — Hormonio Liberador de Tiroxina
MEC — Matriz Extracelular

GPs — Glicoproteinas

GnRH — Hormonio liberador de gonadotrofinas
PL — Lactogénio placentario

rPL | — Lactogénio placentario |

rPLII — Lactogénio placentario Il

Zn — Zinco

STZ - estreptozotocina

DEX — dexametasona

NG2- condroitim sulfato

DG- Diabetes Gestacional

DMG-Diabetes Mellitus Gestacional



SUMARIO

INTRODUGAO . ......oeiieiiei ittt ettt en st e e
1 OBJIETIVOS. ... e e ea e e eaaaaees
1.1 ODJEtiVO GEIal ...
1.2 Objetivos €SPECITICOS ..coviiiiiieeeieee e e
2 MATERIAL E METODOS.......coiiicteiecieeeee e ettt ene e
P2 N Y1 4=
2.2 Drogas € SOIUGOES......cueeuiiiiiiiiiiiie et e e e e eeaeenes
2.3 Protocolos eXperiMmentaiS......ccouuuruiiiiiiiiiiiieeeee e
2.4 Coleta de sangue para dosagens bioquimica e glicémica..............
2.5 Coleta dos 0rgaos para histopatologia.........ccccceeeviiiiiiiieninniiiiieennn.
2.6 ANAliSE eStatiSTICA.....ccceie i i
3 RESULTADOS. ... oottt ettt e et e e e e eaa e e e n e e e
3.1 Peso maternal e numero de implantes em ratas diabéticas e nao

diabéticas durante e no final da gravidez...........ccocccvevieeiiiiiiienenennn,
3.2 Perfil bioquimico maternal em ratas nédo diabéticas e diabéticas

durante e no final da gravidez............cccccceeeiiiiiiii e,
3.3 Andlise histopatoldgica do pancreas de gravidas néao diabéticas

e diabéticas durante e no final da gestagao............cccceeeeeiiiiiiieeenenns
3.4 Analise histopatologica placentaria ndo diabéticas e diabéticas

durante e no final da gestagado........cccccvvvviiiiiiiiei e

3.5 Andlise histopatoldgica e da matriz extracelular de hipéfises de

ratas ndo diabéticas e diabéticas durante e no final da gravidez
4 DISCUSSAOD. ...ttt b
5 CONCLUSAO.....ciiiiiieteeeee ettt

REFERENCIAS. ... ettt et eeiaa s

45

49

54



14

INTRODUCAO

Diabetes mellitus tipo 2

O termo diabetes melito ou mellitus (DM) consiste em um grupo de
disfuncbes metabdlicas de etiologia multipla, caracterizadas por hiperglicemia
cronica com alteragbes no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas,
resultantes de um déficit na producdo de insulina, na sua acdo sobre os tecidos
alvos, ou em ambos (ADA, 2012). Apesar dos avancos referentes ao conhecimento
sobre o DM, este ainda constitui um grave problema de saude publica tanto no
contexto brasileiro como mundial, haja vista sua incidéncia crescente e elevada
morbidade e mortalidade (BARBOSA, 2006). Segundo estimativas da Organizacdo
Mundial da Saude, cerca de 366 milhdes de individuos serédo afetados pela doenca
em 2030; no Brasil, a prevaléncia aumentara para 11,3 milhdes no mesmo periodo
(RATHMANN e GIANI, 2004).

Os individuos portadores de DM tipo 2 (DM2) apresentam uma historia de
progressao lenta da doenca e muitas vezes sdo assintomaticos ou diagnosticados
na presenca de condices como Insuficiéncia Coronariana, Neuropatia, Nefropatia,
entre outras (ADA, 2008).

Considera-se como disfuncdo fundamental no DM2, a resisténcia elevada a
insulina, resultando no fracasso da insulina para estimular a captacao de glicose no
musculo esquelético e tecido adiposo, bem como sua incapacidade de suprimir a
producado de glicose hepatica de forma satisfatéria (MARTIN, WARRAM et al., 1992;
LILLIOJA, MOTT et al., 1993). As alteracdes teciduais podem relacionar-se a um
processo de génese de produtos de glicacdo avancada que, ao formarem ligacoes
cruzadas com proteinas ou interagdes com receptores celulares, promovem estresse

oxidativo, alteragbes morfofuncionais e aumento da expressao de mediadores
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inflamatorios (MONNIER, 2003). Estudos afirmam, ainda, que o desenvolvimento
desse tipo de diabetes esta relacionado a uma predisposicdo genética,
provavelmente de penetrancia variavel e de natureza poligénica (FROGUEL, VELHO
et al., 1993; MEDICI, HAWA et al., 1999; OKAMOTO, NAKAE et al., 2004). Alguns
pesquisadores ja identificaram pelo menos 27 genes confirmados ou potencialmente
envolvidos na susceptibilidade do paciente a DM2 (FLOREZ, 2008).

De forma geral, o DM2 envolve dois mecanismos patogénicos principais.
Um deles consiste no declinio progressivo da funcdo das células da ilhota
pancreatica, acarretando em uma secrecdo reduzida de insulina e inadequada
supresséao de glucagon. O outro é caracterizado pela resisténcia periférica a insulina,
com consequente declinio das respostas metabodlicas a esse hormoénio (AIZAWA,
ASANUMA et al., 1996).

As células endocrinas no pancreas estdo localizadas nas ilhotas de
Langerhans e sdo classificadas em dois tipos: a e . Em seres humanos, estas
células encontram-se espalhadas em toda a ilhota em associagdo com a
microcirculagdo, enquanto em roedores, as células a estdo agrupadas no nucleo e
as células B, na periferia. As células B compreendem o maior percentual da massa
enddcrina pancreatica, sendo responsaveis por produzir insulina e amilina, em
resposta a elevacdo do nivel plasmatico de glicose. Ja as células a secretam
glucagon quando o nivel de glicose diminui (CABRERA et al, 2006). Essa interacéo
representa a resposta ideal para controlar os niveis glicémicos e manté-los dentro do
limite estreito de homeostase, mesmo quando ha grande variacdo na ingestado de
alimento.

Apo6s uma refeicdo, os niveis de glicose plasmatica estdo mais elevados

nos individuos com DM2, se comparado aos normais. Além disso, o pico de insulina
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no plasma demonstra-se retardado e, em contraste com o padrdo de normalidade,
hé& um ligeiro aumento do glucagon. A priori, 0 marco inicial da elevagéo da glicose é
determinado pelo aumento da resisténcia a sua utilizacdo pelos diferentes tecidos. O
uso da glicose permanece normal até o nivel glicémico de 140 mg/dl, devido ao
mecanismo compensatorio de aumento da secrecao de insulina pelas células B; os
niveis maiores acompanham-se de um declinio da insulinemia sérica, promovendo
a intolerancia a glicose e DM2 (DEFRONZO, 2009).

Sabe-se também que com o progredir da intolerancia a glicose para o DM2 ha
uma diminuicdo progressiva da massa de células B, propiciada pelo aumento da
apoptose dessas células, que torna-se superior a taxa de neoformacdo da ilhota;
com isso, a producdo de insulina é insuficiente para controlar a hiperglicemia
(BUTLER et al, 2003). Outro componente importante do mecanismo de hiperglicemia
associada a DM2 é a elevacao da taxa de producdo basal de glicose pelo figado,
gue pode ser elucidada pela supressdo prejudicada do glucagon (GROOP et al,
1989).

O estudo de DM experimental em animais é realizado com a administracédo de
duas drogas diabetogénicas mais utilizadas, a Alloxana e a estreptozotocina (Fig.1).
Ambas sdo analogas citotoxicas da glicose. Sua citotoxicidade ocorre por vias
diferentes e seus mecanismos em ag¢ao ocorrem no pancreas. A estreptozotocina é
mais eficaz e mais especifica para as células beta do pancreas que a aloxana
(RAKIETEN et al, 1963). A estreptozotocina (STZ) é um agente antimicrobiano e foi
utilizado como agente alquilante quimioterapico (WHITE,1963). Em 1963, Rakieten e
colaboradores descreveram, pela primeira vez, que essa droga tinha este efeito
diabetogénico. Essa acéo foi descrita como diabetes induzida pela estreptozotocina

e € causada pela necrose especifica de células beta do pancreas e desde entédo, tem
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sido a droga de escolha para inducdo de DM em animais via estresse oxidativo.

Desde que se descobriu que a STZ € um doador de 6xido nitrico (NO) e que
essa molécula esta relacionada com a destruicdo das células das ilhotas
pancreaticas, tem sido proposto que essa molécula contribui com o dano induzido
pela STZ ao DNA (KRONCKE et al., 1995,MORGAN et al. 1994). A participacéo do
NO no efeito citotdéxico da STZ foi confirmado em diversos experimentos (TURK et
al. 1993, KRONCKE et al. 1995). A STZ é captada pela células beta pancreéticas
pelo transportador de glucose GLUT-2. A reducao da expressao desse transportador
tem sido descrito como preventivo na acdo diabetogénica da STZ (SCHNEDL et
al.,1994, THULESEN et AL, 1997). Estes efeitos na homeostase da glucose e da
insulina refletem as anormalidades induzidas por essa toxina nas células beta.
Inicialmente, a biossintese da insulina, secrecéo de glicose e metabolismo da glicose
(ambos oxidacdo da glicose e consumo de oxigénio) sdo todos afetados
(NUKATSUKA et al, 1990).

Os efeitos da STZ em diferentes 6rgdos tem sido extensivamente estudado.
Essa droga possue varias acfes bioldgicas, incluindo producdo de leséo celular
cronica e aguda, carcinogénese, teratogénese e mutagénese (MAGEE & SWANN,
1969). Além de diabetogénica, ela € hepatotoxica, nefrotoxica e também pode

causar Ulcera gastrica (PIYACHATURAWAT et al, 1988).
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Figura 1 — Estrutura da estreptozotocina. Fonte: KRONCKE et al. 1995

Diabetes Mellitus Gestacional

Um aumento significativo de gravidez em mulheres com diabetes tem
sido observado nos Estados Unidos da América (EUA) entre 1999 e 2005,
aumentando de 10 a 21% (LAWRENCE et al, 2008). A Diabetes Mellitus Gestacional
(DMG) causa alteracdes desde fertilizacdo até todo o periodo ao longo da gravidez
até o final. Isso pode predispor a méde a algumas complicacbes da diabetes como
retinopatia e nefropatia ou acelerar o curso dessas complicacfes se elas ja estédo
presentes. A DMG em geral leva a alteracbes no crescimento fetal. Todos essas
alteracOes estdo intimamente relacionadas com o controle baixo de glicemia durante
o periodo de organogénese e, infelizmente, ainda é bastante prevalente.
Hiperglicemia durante o periodo pré-concepcional € provavelmente o maior fator
teratogénico existente, mas a obesidade, hipertensdo e outros fatores associados
com a sindrome metabdlica também podem ser relevantes (JOYANOVIC &

PETTITT, 2001).
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Tanto a DM2 quanto a DMG ocorrem quando células beta pancreaticas néo
conseguem aumentar a demanda de insulina devido a resisténcia insulinica. A
insulina € secretada de células beta pancreaticas em picos secretorios a cada
intervalo de 4 a 5 minutos, com a secrecéo de insulina sendo modulado pelos picos.
No entanto, quando ha uma demanda muito alta por insulina, a homeostase da
glicose ndo pode ser mantida, portanto, € necessario um aumento da liberacdo de
insulina pelas células beta existentes e um aumento adaptativo de massa de células
beta é requisitado. A massa de célula beta € mantida por um balanco dindmico entre
morte celular apoptoética e replicacdo para produzir novas células. Quando ha um
aumento por insulina além de flutuagdes normais por causa de mudancas na dieta
ingerida, o balanco é prontamente modificado em favor de replicar ou reduzir a
apoptose para aumentar a massa de célula beta. Isso normalmente € um processo
demorado, mas ocorre rapidamente em determinadas situacdes, como a gravidez,
guando a insulina precisa aumentar rapidamente.

A disfuncdo endometrial durante a diabetes pode ser transitéria ou
permanente dependendo do grau e da duracdo da doenca. Infertilidade entre
mulheres diabéticas € um problema pouco estudado e a avaliacdo do estado
endometrial nesses casos ndo € bem estabelecido. A baixa incidéncia de diabetes
em pacientes inférteis pode ser a razao para pouca pesquisa atual neste assunto.
embora alteracbes neuroendocrinas e no eixo uterino tenham sido notado em
estudos experimentais. GARRIS e colaboradores (1998) concluiram que a
incompeténcia reprodutiva € caracterizada pela aciclicidade reprodutiva e
desenvolvimento folicular ovariano comprometido, reducéo de sintese de hormoénios

esteroides ovarianos, sensibilidade reduzida e responsividade ao metabolismo

celular endécrino estimulado e aumento na atrofia endometrial .
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Durante a gravidez, a diabetes pode causar alteracbes reprodutivas que
podem aumentar aborto espontaneo, anormalidades congénitas e mortalidade e
morbidade neonatal (VAN ASSCHE et al, 1998; ERIKSSON et al, 2003).

Hiperglicemia durante a embriogénese tem sido associado a defeitos no
nascimento durante gravidez complicada pelo diabetes (Damasceno et al, 2002). As
anomalias geralmente acometem, o0 sistema nervoso central, coracdo e vasos
grandes, rins e esqueleto axial (SCHAEFER-GRAF et al, 2000).

Os indices de aborto sdo trés vezes mais comuns com associacao entre
diabetes e gestacdo. Por mais que exista avango na obstetricia e no manejo
adequado da diabetes, os riscos de morbidade e mortalidade sdo aumentados em
mulheres com diabetes e sua progénie (Diabetes and Pregnancy Group, 2003;
Dunne at al, 2003). Estresse oxidativo em excesso tem sido implicado como sendo
uma das causas da patologia e a complicacées da DMG (ZAO E REECE, 2005).

Alguns estudos sugerem que a DMG é um estado de inflamacédo crénica
causados pela hiperglicemia com diversas acdes focando em duas citocinas mais
importantes: a interleucina 10 (IL-10) e o fator de necrose tumoral (TNF-a). As acdes
dessas citocinas parecem ser antagonicas e dependentes de um balanco entre elas,
gue podem ser orquestradas pela acdo especifica de imunossupressao da IL-10.
Durante esse periodo especifico, sua agdo imunossuprimida tem um papel crucial na
regulacdo do balanco de sinais pro- e anti-inflamatérios, e remodelamento e
crescimento placentario, que também € extremamente importante para que se tenha
um parto favoravel (MORELI et al, 2012). O TNF-a tem uma caracteristica de acao
inflamatoria, e € um fator adicional diabetogénico durante a gravidez. A perda do
controle da producédo dessas citocinas, com o aumento do TNF-a, esta relacionado

com o risco de desenvolver complicacdes obstétricas, particularmente perda fetal
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recorrente, sindromes hipertensivas e restricdo de crescimento fetal. No entanto, os
estudos ainda sédo controversos e 0s estudos experimentais Sd0 escassos, e
portanto ainda néo totalmente definidos (COUGHLAN et al, 2001; MOLLER, 2000).

A prolactina é horménio mais liberado durante a gravidez e a lactacdo. No
entanto, a prolactina € bem conhecida como sendo ativa em varios sistemas que nao
estao relacionados com reproducédo. O aumento da secrecao de prolactina durante a
gravidez € um mecanismo adaptativo muito importante para a expansao e aumento
de células beta pancreaticas para assegurar uma adequada capacidade secretoria
de insulina quando a resisténcia a insulina é exacerbada pela gravidez. No entanto,
embora as mulheres gravidas possuam um aumento nos niveis de prolactina, esses
niveis exibem consideraveis variacbes como resultado na desregulacdo de glicose
durante a gravidez, embora os efeitos dessas variacbes da prolactina
fisiologicamente sejam desconhecidos.

A prolactina é considerada como horménio adaptativo, e existem tentativas
de racionalizar como um simples hormonio exerce ampla e diversas funcdes
neuroendocrinas. A prolactina é produzida predominantemente por células
lactotroficas da adeno-hipdéfise. No entanto, também pode ser gerada em sitios
extra-hipofisarios, como células do sistema imune, decidual, mamaria, epitelial e
adiposas (BEN JONATHAN et al, 1996; PRIGENT-TESSIER et al, 1999; HUGO et
al, 2006; FREEMAN et al, 2000).

A secrecdo de prolactina é controlada principalmente pelo efeito inibitorio
da dopamina, produzida pelos neurdnios tuberoinfundibulares (TIDA) localizados no
nacleo arqueado do hipotalamo. A dopamina € liberada a partir dos terminais

nervosos na eminéncia mediana e transportada por meio dos vasos portais para a
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hipdfise, ativando os receptores D2 dos lactotrofos presentes nessa glandula
(FREEMAN et al., 2000).

Vérios estimulos fisiolégicos, como o aleitamento, o0 estresse e 0 aumento
de estrogénio, elevam a secrecdo da prolactina pituitaria por meio da inibicdo dos
PIFs ou da liberacdo de PRFs (prolactin-releasing factors). Além desses, ocitocina,
horménio liberador de tireotrofina (TRH), horménio liberador de gonadotrofina
(GnRH), vasopressina e angiotensina Il podem aumentar os niveis de prolactina. A
neurorregulacdo da prolactina é multifatorial, estabelecido por um sistema regulador
duplo, que envolve um controle inibidor e também estimulador pelo sistema
hipotalamico-hipofisario.

Durante a gravidez, o aumento da secrecdo de estrogénio estimula o
crescimento e proliferacdo dos lactotrofos, resultando no aumento do horménio
prolactina e, assim, no preparo da glandula maméaria para a lactacao pés-parto. No
periodo de lactacdo, a estimulacdo de cada mamilo pela suc¢do do recém-nascido
eleva a secrecdo de prolactina a curto prazo, por um mecanismo ainda né&o
totalmente esclarecido. Sabe-se que o processo de amamentacédo ativa 0s neurdnios
opidides do hipotadlamo, que diminuem a secrecdo de dopamina, bem como seu
efeito inibitério sobre os lactotrofos (DE GREEF et al., 1981; ARBOGAST; VOOGT,
1991).

As alteracOes dos processos de producéo de prolactina durante a gravidez e
lactacdo propiciam as mudancas fisiolégicas que ocorrem na mae que mantém um
estado prolongado de hiperprolactinemia. Os niveis séricos de prolactina variantes
podem ser classificados em trés fases distintas: no inicio, na metade e no final da
gravidez. Nos roedores, a secrecdo de prolactina no inicio da gravidez € iniciada

pela copula. O acasalamento induz um reflexo neuroendécrino que promove a
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secrecdo de prolactina duas vezes por dia, resultando em picos por 8-10 dias. O pico
comeca aproximadamente na metade do periodo noturno. Os niveis de prolactina,
em seguida, retornam ao nivel basal antes da segunda onda, conhecido como o pico
diurno. Os picos de prolactina promovem o resgate do corpo luteo do ciclo estral
anterior, instituindo uma secrecao continua de progesterona, necessaria para a
manutenc¢do do inicio da gravidez (GUNNET; FREEMAN, 1983).

Os neurbnios TIDA também apresentam um padrdo semicircadiano de
atividade durante o inicio da gravidez, com reducfes periddicas na secrecdo de
dopamina durante os picos de prolactina e com a ativacdo desses neurdnios para
finalizar esses picos e restaurar a secrecdo basal de prolactina (DEMAREST et al.,
1983; ARBOGAST; VOOGT, 1998).

A segunda fase corresponde a metade da gravidez, em que o0s picos de
prolactina cessam devido ao aumento sustentado da liberacdo de dopamina pelos
neurdnios TIDA e associado ao aparecimento da secrecdo de outro hormdnio, o
lactogénio placentario (PL) . O PL é estruturalmente homélogo a prolactina (VOOGT,
1996), e atua sobre os receptores estimulando a sintese e liberacdo de dopamina e
inibindo a secrecao de prolactina pela hipéfise materna (LEE; VOOGT, 1999).

Ja foram identificadas duas formas de PL em ratos, o lactogénio placentario |
(rPL-1) e Il (rPL-l) (Figura 2). O primeiro esta presente desde o oitavo dia de
gravidez e apresenta picos por volta da segunda semana, enquanto que o segundo
€ detectado por volta do décimo dia até proximo ao periodo do parto. Ambos ligam-
se também aos receptores de prolactina (PRLR) e ativam o sistema de feedback,
inibindo a secrecao de prolactina. Como o rPL-I esta presente primeiramente, € mais
provavel que ele estabeleca o sinal que finaliza os picos de prolactina no inicio da

gravidez ,enquanto o rPL-Il mantém esta inibicdo da secrecdo de prolactina durante
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o restante do periodo gestacional. Dessa forma, a partir da interrupcéo dos picos de
prolactina até momentos préximos do termo (final da gestacdo), a atividade dos
neurdnios TIDA encontra-se elevada e a secrecdo de prolactina materna é suprimida
(ANDREWS et al., 2001).

A ultima fase da secrecdo de prolactina durante a gravidez ocorre cerca de
24-36 horas antes do parto, quando ha uma alteracao visivel dos mecanismos que
controlam sua secrecdo. Mesmo com a presenca continua de rPL-Il, os niveis de
prolactina comecam a elevar-se, gerando um grande pico noturno (GRATTAN;
AVERILL, 1990). Este pico pré-parto de prolactina ocorre apesar dos niveis de PL
permanecerem elevados, sugerindo um rompimento nos mecanismos normais de
feedback negativo que controlam sua liberacéao.

Segundo FUJINAKA et al. (2007), os lactogénios apresentam um efeito
protetor direto nas células beta do pancreas de roedores contra, pelo menos, dois
indutores distintos de morte celular, a STZ e dexametasona (DEX), via duas

proteinas intracelulares sinalizadoras, JAK2 e STATS.
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Figura 2. Tipos de hormonios lactogénicos durante a gravidez em roedores

Fonte:SOARES et al, 2004.

ApOs o0 parto, a secrecdo de prolactina se torna intimamente ligada ao

estimulo de succao pelo recém-nascido, o que resulta em um aumento proporcional

da secrecdo desse horménio. Esta liberacdo coordenada de prolactina € causada

por uma diminuicdo da atividade dos neurdnios TIDA induzida pela succao,

resultando na reducdo da secrecdo de dopamina no sangue portal (SELMANOFF;

GREGERSON, 1985).
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Elementos da Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) é um conjunto de agregados supramoleculares
constituido por colagenos, proteoglicanos e glicoproteinas (GPs), que mantém as
células associadas possibilitando a organizacdo dos tecidos e a sobrevivéncia

celular (AOUDJIT e VUORI, 2001).

A funcdo estrutural desempenhada pela MEC estd relacionada com a
resisténcia mecanica conferida pelas fibrilas de colageno; ao papel essencial
estabelecido pela elastina e proteoglicanos na elasticidade, resiliéncia do tecido,
inter-relacbes entre a célula e a matriz, bem como a coesividade proporcionada
pelas glicoproteinas (laminina, fibronectina, entactina, trombospondina) (HAY, 1984;

1991; JACKSON; BUSCH; CARDIN, 1991).
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Figura 3- Componentes majoritarios da matriz extracelular (MEC), incluindo
colagenos, proteoglicanos e glicoproteinas adesivas. Fonte: ROBBINS, 2005.

A MEC é constituida por uma grande variedade de moléculas, inclusive
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aguelas que a atravessam ou que nela permanecem temporariamente (Fig.3). As
macromoléculas que compde a base estrutural da matriz sdo classificadas em quatro
grandes grupos, embora esteja bem estabelecido que estas diferentes

macromoléculas estao funcionalmente associadas.
a) Os tipos geneticamente diferentes de colageno;
b) As moléculas que constituem o sistema elastico;
c) As glicoproteinas estruturais; e

d) Os glicosaminoglicanos (GAGs) e os mondémeros e agregados de proteoglicanos
(PGs).

Por anos, se atribuida a funcdo da MEC meramente estrutural, porém sabe-se
hoje, que ela participa ativamente de varios processos, tanto no sistema nervoso
periférico, quanto no central. Varias proteinas presentes na matriz extracelular, por
exemplo, podem modificar reacdes imunes, sequestrando ou liberando fatores de
crescimento, ou interagindo com células do sistema imune ou células da glia
(MOHAN et al,2010).

Devido a gama de componentes presentes na MEC e a metodologia
empregada no estudo, iremos focar nas fibras colageno. As fibras de colageno séo
formadas por trés cadeias peptidicas dispostas em hélice denominadas de cadeias
alfas. Cada cadeia alfa consiste de trés partes: uma regido central composta por
unidades repetitivas de trés aminoacidos, Glicina-X-Y que se estende por 1.000
residuos de aminoacidos. Os residuos sao geralmente a prolina e a hidroxiprolina.
Possuem duas regides denominadas de propetideos amino e carboxil terminal. A

estrutura molecular em hélice triplas das cadeias peptidicas forma a molécula do
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procolageno. Baseado na sequUéncia genética dos diferentes tipos de colageno,

estes podem ser divididos em sub-familias (ver Tabela 1).

1) Colagenos fibrilares - Tipos I, I, lll, V e XIl, constituidos por moléculas que

formam fibrilas com estriagcbes em diversos tecidos;

2) Colagenos associados a fibrilas — Tipos IX, XIl e XIV, estdo associados aos

colagenos fibrilares;

3) Colagenos de cadeia curta — Tipos VIII e X, fazem parte de matrizes

extracelulares especificas (ver Tabela 1);

4) Colagenos das laminas basais — compreende os varios tipos de moléculas de

colageno conhecido como do Tipo IV; e

5) Outros tipos de colagenos — Tipos VI, VII e XIlll, formam estruturas
especializadas em varios tecidos. O tipo VI forma microfibrilas e estdo

associados aos colagenos fibrilares; o tipo VII forma as fibrilas de ancoragem.

Por muitos anos foi atribuida ao coldgeno uma funcdo apenas de suporte e
resisténcia mecéanica. No entanto, resultados obtidos nas Uultimas décadas
mostraram que o0s colagenos estdo envolvidos nos fendmenos de adesédo e
diferenciacao celular (HAY, 1984). Estudos com proteoglicanos de condroitim sulfato
(NG,), componentes integrais de membrana, demonstram que este PG interage com
colageno tipo VI. O proteoglicano de heparam sulfato - sindecam-1 — interage com
colagenos |, lll e V (BERNFIELD et al., 1992). Colageno tipo IV inibe a adesédo e a
proliferacdo celular de células endoteliais (UNDERWOOD; BEAN; WHITELOCK,

1998).



Tabela 1 — TIPOS DE COLAGENOS E LOCALIZACOES.

TIPO CONSTITUINTE OCORRENCIA
| al(l) Muitos tecidos conjuntivos, especialmente pele, 0sso,
a2() tenddes e ligamentos.
Il al(ll) Cartilagem, humor vitreo e cornea.
1] al(I) Pele, musculo, etc..
al(lV)
a2(1V)
Y] o3(1V) Todas as membranas basais.
ad(IV)
a5(1V)
a6(IV)
al(V)
a2(V) L. . . L .
Y 03(V) Na maioria dos tecidos intersticiais e no sistema nervoso.
o4(V)
al(VI)
\ a2(VI) Na maioria dos tecidos intersticiais / conjuntivos.
a3(VI)
W al(VII) Fibrilas de ancoragem.
VI o1(Vill) Em muitos tecidos.
a2(VII)
al(IX)
IX a2(IX) Em cartilagens e em tecidos que contém colageno tipo |I.
a3(IX)
X al(X) Nas cartilagens calcificadas e hipertréficas.
al(Xl)
Xl o2(XI) Em cartilagens e em tecidos que contém colageno tipo II.
a3(XI)
Xl al(XIN) Em tecidos que contém colageno tipo I.
XMl o1 (XI1) Em muitos tecidos.
XV al(XIV) Em tecidos que contém colageno tipo I.
XV al(XV) Muitos tecidos em contato com a membrana basal.
XVI al(XVI) Em muitos tecidos.
XVII o1(XIT) Hemidesmosomos da pele.
XV al(XVII) Muitos tecidos em contato com a membrana basal.
XIX o1 (XIX) Muitos tecidos em contato com a membrana basal.
-Ia-:jpi::)i?)nais 4 cadeias o

Adaptado de MYLLYHARJU e KIVIRIKKO, 2001.
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O colageno, as vezes, pode se depositar na MEC, como no caso da
hipertrofia ventricular esquerda, promovendo alteracbes na estrutura da MEC e
modificando a funcdo do orgdo. Para degradar o coladgeno e varios outros
componentes da MEC, existe uma familia de enzimas chamadas de
Metaloproteinases (MMPs). As MMPs séo grupo de endopeptidades dependentes de
calcio e que também contém zinco (Zn2+).

Basicamente, as MMPs sdo compostas de um sitio catalitico contendo Zn2+ e
calcio e de um pré-peptidio ligado ao sitio catalitico por uma ligacdo sulfidrila5. Por
terem propriedades potencialmente destrutivas, as MMPs sao sintetizadas como pro-
formas, enzimaticamente inativas e denominada de zimogénios (Nagase &
Woessner, 1999). Assim, a ativacao enzimatica requer a remocédo do dominio pro-
peptideo por meio da degradacdo deste por outras proteases, tais como plasmina,
ou por MT-MMPs (MMPs do tipo membrana) (MURPHY & NAGASE, 2008).

As MMPs degradam varias proteinas da matriz extracelular quebrando-as em
suas ligacdes peptidicas especificas e sdo expressas em Varios tipos celulares e
tecidos, incluindo células da musculatura vascular lisa, endotélio, fibroblastos e
células inflamatérias (SCHULZ , 2007; VISSE , 2003).

A atividade das MMPs pode ser regulada por varios fatores como citocinas,
hormonios, fatores de crescimento, estresse de cisalhamento e estresse oxidativo.
Essa regulacdo pode ser feita em trés niveis: inducdo da transcricdo génica,
modificacdo pos-traducional e interagdo das MMPs com seus inibidores teciduais
endogenos, os TIMPs (inibidores teciduais de MMPs). Em condic¢des fisiologicas,
existe um equilibrio entre a razdo de MMPs e TIMPs (Fig.4). Entretanto, em
processos patoldgicos como a hipertensao arterial, ocorre um desequilibrio. Dessa

razdo, levando a degradacdo excessiva das proteinas da MEC e,
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consequentemente, ao remodelamento vascular patolégico ( VISSE & NAGASE,

2003).
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Figura 4- Integracéo de sinais e vias de transducéo ativadas pelas MMPs. As TIMPs
juntamente com MMPs e proteases ADAM operam a nivel de interface estroma-
epitélio para afetar a viabilidade do fator de crescimento pela regulacdo da liberacao
de fatores que se ligam a MEC, mostrando os ligantes de superficie celular e
citocinas ou seus respectivos receptores, bem como altera a liberagcdo de fatores
complexadas com suas proteinas de ligagdo. ADAM, desintegrina e uma MMP;
EGFR, receptor do fator de crescimento epidermal; GPCR, receptor acoplado a
proteina G; HGF, fator de crescimento hepatocito; IGF, fator de crescimento similar &
insulina; IGFBPs, proteinas de ligacao de IGF; MMP, matriz de MMPs; RTK, receptor
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de tirosina quinase; TGFb, fator de crescimento transformador beta; TIMP, inibidor
tecidual das MMPs; TNF, fator de necrose tumoral. FONTE:VISSE & NAGASE, 2003.

Sua relacdo com o colageno, € que além da degradacédo, a deposicdo de
colageno também pode ocorrer em resposta a um aumento de MMPs. (PARKS,

WILSON, LOPEZ-BOADO, 2004; WU,SCHMID-SCHONBEIN,2011).

Matriz Extracelular e Diabetes Mellitus Gestacional

Existem poucos trabalhos sobre alteragbes na matriz extracelular em
quaisquer érgdos durante o a diabetes mellitus gestacional. Sabe-se que durante a
lactacdo, para que haja devida liberacdo de leite, é necessario que haja
recrutamento de toda a maquinaria da MEC para ejecdo do leite materno. Os
microfilamentos de actina e as fibras de colageno do tipo | das células mioepiteliais
promovem uma contratilidade nas estruturas luminal e acinar para facilitar a ejecéo
de leite. O repertério das proteinas que compdem a MEC na glandula mamaria
mudam de composicao e degradacao dependendo do estagio da gravidez em que
se encontram, pois sdo também regidas pelos horménios, principalmente pela
prolactina ( KHOKHA & WERB, 2011).

Conforme comentado anteriormente, durante esse periodo ha aumento da
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias como interleucina-1 (IL-1) e TNF-a |,
principalmente liberada pela placenta, que podem induzir respostas pleiotropicas
sinérgicas que podem afetar profundamente a producdo de proteinas da MEC. O
aumento da expressao de fibronectina, laminina-1 e MMPs podem induzir resposta

fibrética e alterar a integridade da estrutura das células endoteliais placentarias, bem
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como em outros tipos celulares (RUAN et al, 2002; RICHARDSON et al, 1995;
ESTEVE et al, 2002). O aumento de MMPs podem também influenciar na
angiogénese degradando moléculas da matriz, perdendo a rede celular e liberando
fatores de crescimento sequestrados pela MEC (COUSSENS et al, 2001). Em suma,
pela figura pode ser verificado o dano que a diabetes pode causar na placenta e
cOmo a mesma reage a esses insultos. Em ratos, o miométrio durante a gravidez
possui quatro fases sequenciais. A primeira fase, no comeco da gravidez, €&
caracterizado por hiperplasia das células do musculo liso. Na segunda fase, no meio
da gestacao, ocorre hipertrofia dessas células musculares e da sintese da MEC. Na
terceira fase, no final da gravidez, as células assumem um fendtipo contractil e
finalmente, na quarta fase, as células musculares se tornam ativas e desencadeiam
o parto (FAVARO et al, 2010). O crescimento miometrial e remodelamento durante a
gravidez depende do aumento da sintese das proteinas da MEC (SHYNLOVA et al,
2004). Colagenos, elastinas e proteoglicanos tem sido detectados previamente no
miométrio de mulheres gravidas (NISHINAKA & FUKUDA, 1991).

Essas alteragcbes da matriz também podem ser verificadas nos proprios
embrides de maes diabéticas. Esse aumento na expressdo de componentes da
MEC durante o desenvolvimento dos embrides estabelece uma causa nas
anormalidades que ocorrem nas complicacdes cronicas da diabetes e propde uma
nova via de investigacdo para o0 mecanismo de teratogenicidade na DMG
(CAGLIERO et al, 1993), ou seja, implica-se que essas altera¢cdes da MEC estariam
envolvidas na teratogenicidade.

Assim, existem poucos relatos de alteragcbes da MEC durante a DMG, com

énfase na placenta e pancreas,. Além disto, ha uma escassez de estudos que
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relatam alteracbes da MEC na hipdfise de mées diabéticas durante o periodo

gestacional.

ENDOTHELIUM
FETAL CAPILLARY

Vascular response

Primary response
to inflammation
VEGF

Calgranulin
L o » Angiopoietin 2

CG-12
ECM ‘
Fibrotic respons/
Fibronectin /

Laminin
Proteoglycans
MMPs

Figura 5. Respostas placentarias em resposta ao insulto da diabetes. A resposta
primaria a diabetes é o recrutamento de TNF-a , IL-1 e receptores de leptina
presentes no sinciotrofoblasto do sangue maternal. A transducdo de sinal através
desses receptores desencadeia uma cascata de eventos intracelulares levando a um
excesso de componentes da MEC caracterizado por uma resposta fibrética e reacao
vascular. A soma dos pontos de modificacdo a uma desorganizacdo severa da
estrutura da placenta pode ser verificada por essa figura. Lep-Rs, isoforma curta do

receptor de leptina; IL-1R, receptor de IL-1.FONTE: RADAELLI et AL.,2003.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Investigar o0s aspectos bioquimicas e histopatolégicas de Orgéos
reprodutivos e na matriz extracelular hipofisaria, durante e no final da gestacédo de

ratas diabéticas.

1.2 Objetivos especificos

e Avaliar as alteracdes bioquimicas de ratas gravidas diabéticas ou néo

durante e no final da gestacéo.

e Analisar as alteracfes histopatolégicas de pancreas e placentas de ratas

gravidas diabéticas ou ndo, durante e no final da gestacéo

e Analisar a estrutura da matriz extracelular de hipéfises de ratas gravidas

diabéticas ou ndo, durante e no final da gestacao
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas ratas fémeas neonatas (Rattus norvegicus), da variedade
Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhéo. Os
animais (maes e crias) foram adaptados e durante todo o periodo experimental
foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno (43x30x15) em condicdes
controladas de temperatura (22+2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas), A alimentacdo foi feita com racdo comercial de composi¢cdo conhecida
(Nuvilab-CR1, NUVITAL Nutrientes Produtos Veterinarios Ltda. — Curitiba — PR) e
agua esterilizada oferecida ad libitum. O alimento, a agua para beber e a serragem
gue serve de forragem nas gaiolas passaram pelo processo de esterilizacdo antes
de serem oferecidos aos animais. O biotério e as gaiolas foram limpos e
desinfetados com solucéo de cloro, semanalmente. Os animais foram transferidos do
biotério para a sala de ambientacdo no minimo dois dias antes dos experimentos e
ficaram agrupados em um numero maximo de cinco animais por gaiola. Os
experimentos foram conduzidos entre 07h00min e 19h00min.

Todos o0s procedimentos experimentais foram de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (no.protocolo

002/2010)(Anexo ).
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2.2 Drogas e solugbes

3.3.1. Cloridrato de quetamina - Fort Dodge,BR

3.3.2. Xilasina 2% s/v - Synthec do Brasil

3.3.3. Streptozotocina - SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO, USA
3.3.4. Tampao citrato - Laboratério Simiens-SP

3.3.6. Formol - Laborat6rio Simiens-SP

3.3.7. Solucéo salina estéril 0,9% - Halex Istar, BR

2.3 Protocolos experimentais

No segundo dia de vida, os animais foram divididos em dois grupos: a)
animais diabéticos tratados com estreptozotocina, b) animais tratados com tampao
citrato. Para tanto, as ratas foram devidamente pesadas e mantidas em jejum
durante 4 horas antes da administracao de quaisquer drogas. Os animais que foram
induzidos diabetes, foram tratados com estreptozotocina diluida em tampao citrato
0,1 M, pH 4,5, na dose de 90 mg/Kg de peso corpéreo e administradas via
intraperitonial, seguindo o modelo experimental de diabetes neonatal ( PERMUTT et
AL,1984;MALOFF & BOYD,1986). As ratas controle receberam pela mesma via de
administragdo tampdo citrato em volume equivalente a droga diabetogénica
calculada para uma rata do mesmo peso. A racdo foi novamente oferecida aos

animais 30 minutos ap0s o tratamento.

Aos 21 dias de vida, cada rata foi pesada e a glicemia foi determinada

colhendo-se uma gota de sangue por puncdo com lanceta em uma das patas
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traseiras e pressionada levemente para que a gota de sangue fosse capilarizada
pela glicofita, que foi lida em glicosimetro especifico (One Touch Ultra —Johnson &
Johnson). Somente permaneceram para 0 acasalamento, 0s animais cuja diabetes
foi confirmada.

A partir do dia 60° de vida, apds pesagem e dosagem da glicemia 68
ratas foram colocadas no regime/proporcéo 2:1 com o rato procriador macho Wistar
para cruzamento. Ao final do 2° dia, foi verificada a confirmacéo da prenhez através
da pesquisa de esperma no canal vaginal. O procedimento de visualizacdo dos
espermatozoides consistiu em injetar delicadamente 30 pl de soro fisiolégico com
auxilio de micropipeta na vagina de cada animal e logo em seguida, visualizado o
esfregaco em uma lamina comum. O objetivo de tal procedimento foi visualizar as
células espermaticas através do microscopio de luz (Axiolab Standard 2.0, Carl
Zeiss) usando aumento final de 100 X. A presenca de espermatozéides indicou o

primeiro dia de gravidez (dia zero).

Os animais CTR e DIAB foram subdivididos em quatro grupos:

- Ratas controle sacrificadas no 11° dia de prenhez (CTR 11D);

- Ratas controle sacrificadas no 21° dia de prenhez (CTR 21D);

- Ratas diabéticas sacrificadas no 11° dia de prenhez (DIAB 11D) e

- Ratas diabéticas sacrificadas no 21° dia de prenhez (DIAB 21D).

A partir desses dias, foram realizados todos os procedimentos a seguir

descritos.
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2.4 Coleta de sangue para dosagens bioquimica e glicémica

Os animais, previamente a coleta de sangue, permaneceram em jejum
durante 4 horas. ApoOs devida anestesia com quetamina e xilasina, foram coletadas
em torno de 2 ml de sangue por via caudal. Logo em seguida, foi centrifugado a
3000rpm por 3 minutos para separacdo do soro. O material foi imediatamente
encaminhado para andalise dos niveis de glicemia em jejum, colesterol total e
triglicerideos, utilizando kits comercialmente disponiveis (Wiener e Uscn, Life

Sciences Inc.).

2.5 Coleta dos 6rgéos para histopatologia

Nos dias 11 e 21, os animais dos seus respectivos grupos, foram
anestesiados com quetamina e xilasina para retirada de O6rgdos para analise
histopatolégica. Apés tricotomia e anti-sepsia da pele da regido ventral dos animais,
foi realizada uma incisdo na pele, e posterior incisdo da camada muscular e
peritonial, para retirada do pancreas, Utero, placenta e hipdéfise. Durante a coleta, os
implantes uterinos foram comparados com o nimero de crias removidas para avaliar
possiveis perdas. No mesmo animal, foi realizada a craniotomia e retirada as
hipofises. Os orgédos foram imediatamente imersos em formol tamponado a 10% e
encaminhados para emblocamento. Os cortes histolégicos com 5 pm de espessura
foram obtidos em micrétomo Minot. Apds cortado o material incluso em parafina, o
mesmo foi desparafinizado e hidratado para posterior coloracdo, empregando-se

diferentes coloragdes como descrito abaixo (BECAK & PAULETE,1976).

Colorag0es utilizadas:
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1- COLORACAO COM HEMATOXILINA E EOSINA

Essa coloracdo visa analisar a arquitetura morfologica. Apos a
desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes foram corados com hematoxilina de
Harris por 50 segundos, lavados em agua corrente por 10 minutos, 2 vezes
com agua destilada e corados com eosina, durante um minuto. Apds a
coloracdo, foram lavados com agua destilada, desidratadas em série
crescente de etanol (70% a 100%, por 5 minutos cada etapa), diafanizados
com xilol (2 vezes de 5 minutos cada etapa) e montados com Entelan

(BECAK & PAULETE,1976).

2- COLORACAO COM TRICROMIO DE MASSON

Essa coloracdo visa analisar a arquitetura morfolégica e colageno.
ApOs a desparafinizagdo e hidratacdo, os cortes foram corados com
hematoxilina de Regaud durante 30 min, a 50° C, foram lavados com agua
destilada, depois agua corrente durante 5 min. Em seguida, foram corados
durante 5 minutos na fucsina acida de Masson, enxaguar com agua destilada,
corar com solu¢do aquosa a 1% de acido fosfomolibdico e logo apds, com
azul de anilina acético de Masson durante 2 a 4 min. Apos a coloracéao, foram
lavados com agua destilada, desidratadas em série crescente de etanol (70%
a 100%, por 5 minutos cada etapa), diafanizados com xilol (2 vezes de 5

minutos cada etapa) e montados com Entelan (BECAK & PAULETE,1976).

3- COLORACAO COM PICROSIRIUS
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A coloracdo de Sirius Red analisa a matriz de fibras colagenas do
tecido. Apds a desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes foram corados com
picrosirius por 1 hora, passados por uma solucéo de HCI 0,01 N por 2 minutos
e lavados em agua destilada durante dois minutos. Foram entdo corados com
hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavados em agua corrente por 10 minutos
e desidratados em solucdes crescentes de etanol (90 a 100% por 5 minuto
cada etapa), diafanizados com xilol (2 vezes de 5 minutos cada etapa) e

montados com Entelan (MONTES & JUNQUEIRA, 1991; MONTES, 1996).

2.6 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos com média + erro padrdo da
média (EPM) e avaliados por analise de variancia com um critério (ANOVA — One
way). Quando encontradas diferencas significativas (p<0,05), o teste para
comparacdes multiplas de Newman-Keuls foi aplicado. O nivel de significAncia
adotado foi de 5% (a=0,05). Todos os célculos foram realizados utilizando o
Software estatistico GraphPad Prism version 5.00 for Windows, San Diego California

USA.
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3 RESULTADOS

3.1 Peso maternal e numero de implantes em ratas diabéticas e nédo diabéticas

durante e no final da gravidez

Os grupos diabéticos apresentaram menor peso materno,
independente do dia, estatisticamente significativo em relagcdo aos grupos controles

do 11° e 21° dia (Fig.6).

Foi verificado menor niumero de implantes foi nos grupos diabéticos,
em ambos os periodos da gestacdo, quando comparado com 0s grupos controle do

11° e 21° dia(Fig.7).
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Figura 6: Peso maternal durante a gravidez de ratas diabéticas (DIAB) e nado-diabéticas
(CTR) no 11° e 21° dia.

* diferenca significativa em relagéo ao grupo Controle 11D, p<0,05

* diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle 11D, p<0,05
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Figura 7 : Numero de implantes durante a gravidez de ratas diabéticas (DIAB) e néo-
diabéticas (CTR) no 11° e 21° dia.

* diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle 11D, p<0,05
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3.2 Perfil bioquimico maternal em ratas ndo diabéticas e diabéticas durante e

no final da gravidez

A glicemia e o colesterol total das ratas diabéticas gravidas, tanto do
11° dia quanto do 21° dia, foram maiores e estatisticamente significativo em relacéo
aos grupos controle, de qualquer periodo da gestacao(Fig.8 e 9).

N&o foi verificado diferenca estaticamente significativa em relacdo aos

niveis de triglicerideos em todos os grupos diabéticos e ndo-diabéticos (Fig.10).
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Figura 8: Glicemia de ratas diabéticas (DIAB) e nédo diabéticas (CTR) no 11° e 21° dia.

# diferenca significativa em relagéo ao grupo Diabético 11D, p<0,05
## diferenca significativa em relacéo ao grupo Diabético 11D, p<0,05

* diferenca significativa em relacéo ao grupo Diabético 11D, p<0,05
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Figura 9:Colesterol total de ratas diabéticas (DIAB) e nao diabéticas (CTR) no 11° e 21°
dia.

* diferenca significativa em rela¢éo ao grupo Diabético 11D, p<0,05
** diferenca significativa em relacao ao grupo Diabético 21D, p<0,05

*** diferenca significativa em relacdo ao grupo Diabético 21D, p<0,05
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Figura 10: Triglicérideos de ratas diabéticas (DIAB) e nao diabéticas (CTR) no 11° e 21°
dia. P>0,05.
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3.3 Analise histopatologica do pancreas de gravidas néo diabéticas e
diabéticas durante e no final da gestacao

Os animais diabéticos no 11° dia de gestacdo apresentaram vacuolizacdo
citoplasmatica das células das ilhotas de Langerhans, variando de leve a moderada.
Também foi evidenciado infiltracdo linfocitaria da ilhota, concomitante a maior
concentracéo de linfocitos na luz de vasos sanguineos adjacentes. Outras alteracdes

como necrose de células isoladas e insulite associada também foram verificadas.

O grupo de animais diabéticos do 21° dia de gestacdo apresentaram
vacuolizacdo citoplasmatica moderada das células das ilhotas de Langerhans. Foi
evidenciado infiltracdo linfocitaria da ilhota, necrose de células isoladas e insulite
associada. Na luz dos vasos adjacentes € escassa a presenca de células

inflamatorias. Ha espessamento evidente da parede de vasos sanguineos e fibrose

periductal e perivascular(Fig.11) .
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Figura 11 — Histopatolégico de pancreas de ratas diabéticas ou ndo, durante (11D)

ou final (21D) da gestacdo corados por hematoxilina e eosina (HE, 400x).

Evidenciou-se 11° dia de animais diabéticas, vacuolizacdo infiltragdo linfocitaria,

necrose de células isoladas e insulite. No 12° dia de animais diabéticas,

células

inflamatorias, espessamento da parede dos vasos sanguineos e fibrose periductal e

perivascular.
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3.4 Andlise histopatologica placentéaria ndo diabéticas e diabéticas durante e

no final da gestacao

Ratas diabéticas gravidas de 11 dias de gestacao apresentaram congestdo na
interface materno-fetal e também uma concentracdo de vasos maternos e fetais, 0s
guais se mostraram mais delgados e com formato irregular. Foi evidenciado necrose
de trofoblastos gigantes isolados com vacuolizacdo de espongiotrofoblastos,

indicando degeneracao destas células.

As lesbes observadas nas ratas diabéticas gravidas de 21 dias foram
semelhantes, mas com intensidade bem maior. Foram visualizados trofoblastos

gigantes, além de necrose e vacuolizacao difusa (Fig.13)

Nos grupos de animais nao-diabéticos, tanto dos grupos 11° quanto do 21°

dia, néo foram evidenciadas nenhuma alteracdo morfolégica anormal (Fig.12).
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NAO DIABETICAS 11 DIAS

Figura 12 — Histopatolégico de placenta de ratas ndo-diabéticas, durante (11D) ou
final (21D) da gestacdo corados por Hematoxilina e Eosina (HE, 400x). Nao foram

evidenciados nenhuma alteracéo morfoldgica anormal.
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Figura 13 — Histopatologico de placenta de ratas diabéticas, durante (11D) ou final
(21D) da gestacdo corados por hematoxilina e eosina (HE, 400x).Legendas: N,
necrose; V, vacuolizacdo. Evidenciou-se no 11° dia de ratas diabéticas congestao na
interface materno-fetal,mais delgada e irreguar , necrose de trofoblastos gigantes
isolados, vacuolizagdo de espongiotrofoblastos e degeneracdo. No 21° dia da
gestacdo de animais diabéticas, lesdes semelhantes com intensidade maior e

trofoblastos gigantes, necrose e vacuolizacao difusa.
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3.5 Andlise histopatologica e da matriz extracelular de hipéfises de ratas

ndo diabéticas e diabéticas durante e no final da gravidez

O grupo controle ndo diabético do dia 11 ndo apresentou espessamento da
matriz extracelular, e apresentou coloracdo de fibras colagenas verdes (tipo Ill) de
maneira sutii e em formas de feixes. As células cromoéfobas podem ser melhor

visualizadas na periferia do érgédo (Fig.14).

As adeno-hipéfises das ratas diabéticas de 11 e 21 dias de gestacao
apresentaram maior concentracdo de células cromdéfobas, comparativamente aos
animais controle. Os animais diabéticos do 11° dia apresentaram maior
espessamento de fibras de colageno com tonalidade avermelhada (tipo 1). As células
cromofobas apresentaram um aumento em seu nimero e mudanca no padrao de
formacao celular. Nesses animais, as células formaram um aspecto aglomerado,
permanecendo no meio do tecido. Seu citoplasma também se apresentou mais
denso. Foi verificado nitido remodelamento do tecido em parte do 6rgdo e mudanca

no parénquima tecidual (Fig.14 e 15).

Os animais diabéticos do 21° dia apresentaram todas as caracteristicas

supracitadas, porém de maneira amplificada (Fig.14 e 15).
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Figura 14 — Histopatologico de hipdfises de ratas diabéticas ou nao, durante (11D)

ou final (21D) da gestacdo corados por Masson (Masson, 200x). Setas vermelhas:
Indicagdo de fibras de colageno coradas em azul .
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NAO DIABETICAS 11 DIAS

500 pum.

NAO DIABETICAS 21 DIAS

Figura 15 — Histopatologico de hipofises de ratas ndo diabéticas, durante (11D) ou
final (21D) da gestagdo corados por Picrosirius (Masson, 100x).Setas vermelhas

indicam as fibras de colageno marcadas em vermelhas e amarelo.
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Figura 16 — Histopatolégico de hipoéfises de ratas diabéticas, durante (11D) ou final
(21D) da gestacéo corados por Picrosirius (Masson,200x e 600x). No 11° e 21° dia
dos animais n&o-diabéticos foi evidenciado maior concentracdo de células
cromofobas. Nos animais diabéticos do 11° dia houve maior espessamento de fibras
de colageno (tipo ) com tonalidade avermelhada , citoplasma denso e
remodelamento do tecido. No 21° dia, ocorrem as mesmas alteragcdes de maneira
amplificada.
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4 DISCUSSAO

Os dados apresentados neste estudo sugerem que ratas diabéticas,
independente do periodo gestacional (seja no 11° dia, quanto no 21° dia)
apresentem hiperglicemia, aumento de colesterol total, reducdo de peso e de
namero de implantes, porém sem alteracdes nos niveis de triglicerideos. Entretanto,
animais diabéticos que se encontram na fase mais avancada da gestacdo, aos 21
dias, apresentam diversas alteracbes pancreaticas, como vacuolizacao
citoplasmatica de ilhotas, necrose e insulite, alteracdes placentarias, como necrose,
degeneracéo tecidual e vacuolizacdo e alteracGes hipofisarias, como aumento na
concentracdo de células croméfobas. Em especial, foi verificado remodelamento
tecidual da matriz extracelular da hipdéfise. Essa mudanca pode ser atribuida ao
estado de diabetes mellitus, uma vez que os animais controle apresentaram fibras
colagenas verdes, em feixe e em pouco quantidade, ao contrario do que pode ser
verificado nos animais diabéticos, que foram fibras colagenas espessas, vermelhas
e com formato em rede.

A DM2 é uma alteracdo metabdlica caracterizada por hiperglicemia, secrecéo
insuficiente  de insulina e insensibilidade a este horménio. Sua incidéncia é
associada com maiores taxas de morbidade e mortalidade. Na gravidez complicada
pela diabetes, hiperglicemia e alteracdes no metabolismo lipidico estdo associados
com ambas complica¢cdes maternas e fetais (ROLO et al, 2006; METZER et al, 2002;
MERZOUK et al, 2000) .

No presente estudo, foi verificado que as ratas diabéticas, dos dias 11 e 21,
prenhas apresentaram um quadro de hiperglicemia, aumento de colesterol total,
porém sem alteracao nos niveis de triglicerideos, quando comparado com 0s grupos

nao-diabéticas, dos mesmos dias. O pancreas desses animais diabéticos do dia 11
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apresentaram vacuolizacdo citoplasmatica das ilhotas de Langerhans, de leve a
moderada, insulite, necrose e infiltracéo linfocitaria. Os animais do mesmo grupo, do
21° dia , apresentaram lesfes mais severas, quando comparadas com a do dia 11,
apresentando, além das caracteristicas acima, necrose, espessamento de vasos e
fibrose periductal e perivascular.

Aparentemente a reducdo de peso dos animais diabéticos durante a
gravidez, independente do periodo, pode estar relacionada com alteracbes no
horménio de crescimento causado pela inducdo de diabetes no periodo neonatal. A
DM descompensada em seres humanos e em animais de experimentacdo esta
frequentemente relacionada com alteracdo no crescimento corporal (KANAKA-
GANTENBEIN et al. 2003), perda de musculo (SWANSTON-FLAT et al, 1990) e
perda de proteinas do tecido (CHATTERJEA & SHINDE, 2002). TAKADA e
colaboradores (2007) observaram que ratos com inducéo de diabetes neonatal com
estreptozotocina desenvolvem condi¢cfes classicas de diabetes, como hiperglicemia,
hipoinsulinemia e resisténcia insulinica. O quadro de diabéticos desenvolvido pode
ser comparado com diabetes moderada pois 0s niveis de glicemia permaneceram
entre 120 e 300 mg/dl, resultados compativeis com outros estudos (IESSI et al,
2012; ), inclusive com o primeiro estudo a definir este parametro (PORTHA et al,
1979; PORTHA AND SERRADAS, 1991; SINZATO, 2009; SAITO et al., 2010; IESSI
et al.,2010).

No entanto, MOVASSAT e colaboradores (1997) demonstraram que ratos
com inducdo neonatal de diabetes, atinge a vida adulta com niveis glicémicos
normalizados. Isso pode ser atribuido ao fato de que pode ocorrer regeneracédo de

células beta-pancreaticas por outros mecanismos como as alteracbes hormonais,
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como a liberacéo de lactogénio placentario, estrogénio e progesterona (TRIADOU et
al. 1982), porém isso ainda nao foi verificado em nossos animais.

Em relacdo aos parametros bioquimicos, foi verificado um aumento nos
niveis de colesterol total nos animais diabéticos nos dias 11 e 21 (gestacao tardia)
da prenhez em relacdo aos grupos controle, porém nao houve alteracdo nos niveis
de triglicerideos em nenhum dos grupos.

Existem poucos estudos, tanto em animais quanto em seres humanos,
focando o metabolismo de lipoproteinas durante o estado de diabetes mellitus na
gravidez. Na gestacdo nao-diabética, h4 uma reducdo na formacdo da gordura
maternal na gestacao tardia (PIPE et al, 1979; KNOOP et al, 1979). Este é resultado
de um aumento na lipolise e tecido adiposo, aonde nesse periodo, ha maior
circulacao de combustiveis lipidicos para as necessidades maternais na presenca de
aumento de demanda fetal por glicose e aminoacidos (SWESLOKI & KROMER,
1989). A lipdlise € aumentada para promover uma fonte alternativa de combustivel
para producdo de energia (KISSEBAH, 1992). Evidencias recentes sugerem que a
duracéo da diabetes, alteracdes de hormdnios gestacionais e o tratamento utilizado
para tratar pacientes gravidas diabéticas, podem contribuir para os efeitos diversos
da DMG (KNOOP et al, 1994). Alguns estudos correlacionam o aumento da
prolactina plasmatica e estrogenio durante a gravidez com o0 aumento de
triglicerideos e a progesterona, foi correlacionada com o aumento do colesterol total
(MILLER et al, 1990;GLUEKE et al,1975). Entretanto, estes hormonios ainda néo
foram dosados em nosso estudo.

KNOOP et al (1994) sugerem que a duracdo da diabetes durante a gravidez
contribua para a sintese de horménios placentarios e hiperlipidemia. Esse efeito ja

foi demonstrado in vitro (HAUGE et al,1993). COUCH et al (1998) verificaram que
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houve aumento dos niveis de prolactina, progesterona e estradiol nas pacientes
diabéticas e gravidas e todos estdo envolvidos no metabolismo de triglicerideos. A
interac&o entre estrogeno e progesterona pode favorecer hipertrigliceridemia .

Quanto as alteracdes histomorfologicas pancredticas, ratas diabéticas
gravidas apresentaram vacuolizacdo citoplasmatica das ilhotas de Langerhans,
infiltracdo leucocitaria, necrose, espessamento de vaso, fibrose periductal e
perivascular. Estes achados podem ser atribuidos ao tratamento com
estretozotocina neonatal, que induziu danos permanentes desse o6rgdo. Outra
hipétese seria o aumento do estresse oxidativo pancredtico associado a progressao
da diabetes mellitus (KAKKAR et al., 1998) e altos niveis de espécies reativos de
oxigénio (ROS) tem sido hipotetizado como um mecanismo adicional de morte
celular de células beta na patogénese dessa patologia (Robertson, 2004). Alguns
estudos recentes, também sugerem que a diabetes seja uma patologia de cunho
inflamatério e aparentemente, durante a gravidez, esse processo inflamatério é
amplificado e disseminado, o que podem parte explicar essas altera¢des vistas.

No presente estudo, os animais diabéticos, independente do periodo,
apresentaram menor peso materno e nimero de implantes, sendo que o contrério foi
visto nos grupos de ratas ndo-diabéticas gravidas. Pode-se atribuir 0 menor peso,
como consequéncia do menor numero de implantes e vice-versa. A placenta dos
animais diabéticos no final da gestacéo (21 dias) apresentou, vacuolizacdo difusa,
variagdo na concentracdo de vasos materno-fetais, lesbes necroticas e
degenerativas mais severas que as do dia 11. Essa reducao de peso maternal pode
ser atribuida a danos causados pelas células beta-pancreaticas induzidas pela

estreptozotocina, que reduz a secrecdo de insulina e outras alteracées hormonais
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como hormdnio do crescimento e IGF-1, que também contribuem para reducdo do
peso (KIM et al, 2006).

A placenta é crucial para transferir nutrientes da mée para o feto. Todas essas
alteracbes no tecido placentario visualizadas durante a diabetes podem
comprometer os mecanismos de troca materno-fetal, impedindo que o embrido tenha
um suprimento adequado de alimento, impedindo que tenha o desenvolvimento
adequado e reduzindo o numero de implantes. Alteracfes na placenta durante o
diabetes mellitus foram verificadas em seres humanos e em ratas (DIAMANT et al,
1991; GEWOLB et al, 1986; PADMANABHAN et al, 1990), porém nao em periodo
diferentes da gestacdo. O agravamento da celularidade a medida que progride a
gestacado pode ser atribuida ao maior aumento das atividades metabdlicas como um
todo da gestacao, como flutuacées hormonais mais frequentes.

Nas mulheres com DM descontrolada, abortos séo frequentes (ERIKSSON et
al, 2000). Sabe-se que, em ratas diabéticas, ha um nimero de reabsor¢cdes maior e
um aumento nas taxas de perdas pés-implantacdo desencadeando uma reducao no
numero de fetos com vida (VOLPATO et al, 2008). O aumento no tamanho da
placenta, que normalmente ocorre é insuficiente para o desenvolvimento fetal.

Outras hipdteses podem explicar esse aumento de perdas na fase de
implantacdo embrionaria, como o fato de que a hiperglicemia poderia alterar as
células totipotentes desde o zigoto até um ponto de restauracdo, prevenindo que
haja desenvolvimento embrionario. Foi verificado que na diabetes moderada
gestacional, ha uma reducdo na contratilidade uterina, anormalidades durante a
gravidez e menor numero de implantes, corroborando nossos dados (JAWERBAUM
et al, 1994). Alguns pesquisadores também atribuem essas alteracdes a uma

alteracdo hidroeletrolitica na placenta. Foi demonstrado que had uma reducdo no
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fluxo materno-fetal unidirecional de calcio e magnésio através da placenta de ratas
diabéticas. Essa reducdo do fluxo de calcio pode, em parte, explicar o efeito da
expressdo do transporte de componentes da placenta envolvidos no transporte de
calcio (HUSAIN et al, 1994), o que pode contribuir para formacdo dos nossos
achados de vacuolizacédo intracitoplasmatica.

Outro fator seria a ocorréncia de alteracbes na composi¢cdo bioquimica da
placenta, como alterac@es lipidicas (BITSANIS et al, 2006) e da matriz extracelular
durante a diabetes mellitus gestacional. Para que o blastocisto possa se implantar,
células de trofoblastos tem que invadir o estroma endometrial e migrar através da
MEC maternal. Sabe-se que a diabetes tem um efeito direto sobre a distribuicdo e
expressao de diversas moléculas da MEC na placenta, como colagenos do tipo | e
lll, os proteoglicanos, decorin e biglicano, estao distribuidos ao longo da placenta
em diferentes estagios, expressdo de laminina reduzida no final da gravidez e
fibronectina é detectada somente no termo. Além disso, a fibronectina pode ser
detectada na regiao do labirinto de placenta de ratas diabéticas em varios estagios,
sugerindo que alterando o microambiente da interface materno-fetal, a diabetes pode
desencadear anormalidades no desenvolvimento da prole (GIACHINI et al, 2007).

Finalmente,investigamos mudancas na matriz extracelular de hipofises de ratas
diabéticas gravidas, nos dia 11 e 21, atravées do estudo de um de seus
componentes, o colageno. Existem varias técnicas de coloracdes que conseguem
diferenciar colageno e fibras musculares. Algumas abrangentes, como as tricromicas
de Mallory e Masson, e outras mais especificas como o Picrosirius.

Para nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho que demonstra o
remodelamento da MEC em hipofise de ratas diabéticas ao longo da gravidez. Foi

verificado que nas ratas prenhas sem diabetes, a hipéfise apresentou menos células
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cromofobas, com feixes de fibras de colageno em verdes (tipo Ill) e sutis, sem
espessamento da matriz extracelular. No entanto, a hipdfise de ratas diabéticas do
dia 11 apresentou uma quantidade maior e em forma de aglomerado de células
cromofobas, citoplasma mais denso com nitido remodelamento tecidual da matriz
extracelular, aumento da espessura da MEC e fibras de coladgeno em vermelho (tipo
1), sendo que no final da gestacao (21° dia), todas essas caracteristicas encontram-
se potencializadas.

A MEC compromete uma variedade de proteinas versateis e polissacarideos
arranjados na rede celular associada com superficie. Ela é requisitada para muitas
funcdes celulares especializadas e consiste em varias combinacfes de moléculas
como colagenos, elastina, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, que formam tanto
fibras ou poros. Proteinas multiadesivas também sdo importantes constituintes da
MEC e receptores de superficie celular, como os receptores de prolactina, também
se ancoram na MEC (ALBERTS et al. 1994). Entretanto, devido a gama de
componentes presentes na MEC , iniciamos o estudo pelas fibras de colageno.

As fibras de colageno do tipo | séo relativamente espessas (2 a 10 um) e em
cortes histologicos, elas se apresentam intimamente amontoadas e fortemente
birrefrigentes. Ja as fibras de colageno tipo Il (fibras de reticulina) séo fibras mais
individuais e finas (0,5 a 1,5 um) e fracamente birrefrigentes (MONTES &
JUNQUEIRA,1991). Ambos estdo presentes em grandes quantidades no
desenvolvimento do feto humano e de animais (RUTKA et al, 1987).

A adeno-hipofise é formada por células acidofilas, basofilas e cromoéfobas. As
células acidofilas sdo somatotrofos (produzem GH) e lactotréfos (produzem
prolactina), as basofilas produzem hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), horménio

tirotrofico (TSH) e gonadotrofinas (FSH e LH) (MATSUNO et al, 1996), enquanto as
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cromofobas, também sdo produtoras de hormdnios (ASA et al, 1998; CHAO et al,
1991). Os lactotrofos parecem ser mais suscetiveis a inducdo de morte celular
promovido pela diabetes que outros tipos celulares (ARROBA et al, 2003; ARROBA
et al, 2005; ARROBA et al, 2006). O aumento de apoptose dos lactotrofos pode, em
parte, reduzir os niveis de prolactina em pacientes diabéticos ou animais (ARROBA
et al, 2003). A reducdo de prolactina pode resultar em reducdo ou atraso na
producdo de leite observada em alguma mulheres diabéticas (HARTMANN &
CREGAN, 2001) e animais diabéticos induzidos com estreptozotocina (IKAWA et al,
1992; LAU et al, 1993).

A hipdfise anterior normalmente é composta de células glandulares e células
foliculares, ambas com varios tipos de elementos da MEC ao redor (KAIDZU et al,
2000). A MEC regula as funcdes celulares da hipofise. et al (2001) tem demonstrado
gue a fibronectina, laminina e tipo de colageno | pode inibir a producdo do ACTH em
condicdes fisioldgicas. Fibras de colageno produzidos pelos lactotr6fos podem
regular a funcdo de células da hipdfise.

Em nosso estudo, podemos sugerir que esse remodelamento da MEC
encontrado nos animais diabéticos, pode ser atribuido, em parte, aos horménios da
gravidez, que aumentam com o0 passar da gravidez e com isso podem estar
agravando o remodelamento cada vez mais, conforme verificado entre os animais
diabéticos de 11 e 21 dias. Entretanto, nao foi possivel correlacionar os niveis de
nenhum hormonio as alteracbes da MEC encontradas, pois néo foi possivel dosar os
mesmos.

Estudos posteriores sdo necessarios para entender de maneira mais clara a
regulacédo da producao de colageno por essas células e o papel do proprio colageno

na hipdéfise durante a DMG.
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6 CONCLUSAO

e O modelo experimental de DMG apresentaram hiperglicemia, aumento de
colesterol total , sem alteracbes nos triglicerideos, independente do periodo
gestacional. No entanto, foi verificado uma reducéo de peso materno e numero de

implantes nessas ratas.

e O modelo experimental de DMG causou dano pancreatico nas ratas
diabéticas, evidenciado por vacuolizacdo citoplasmética moderada das células das
ilhotas de Langerhans, infiltracdo linfocitaria da ilhota, necrose, insulite,

espessamento da parede de vasos sanguineos e fibrose periductal e perivascular.

e O modelo experimental de DMG causou dano placentario nas ratas
diabéticas, caracterizado por congestdo na interface materno-fetal, aumento da
concentracéo de vasos maternos e fetais, 0s quais se mostram mais delgados e com
formato irregular. Detectamos necrose de trofoblastos gigantes isolados com

vacuolizacao de espongiotrofoblastos.

e Demonstramos pela primeira vez o remodelamento da MEC em hipdfises
de ratas gravidas diabéticas, evidenciado por um aumento do nimero de células
cromofobas, aglomeradas, maior espessamento de fibras de colageno com
tonalidade avermelhada (tipo 1), portanto, caracterizando mudanca no padrao de

formacao celular.
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