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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma sindrome caracterizada por hiperglicemia, resultante
da falta de insulina (tipo 1) ou da resisténcia periférica do organismo a este hormonio (tipo 2).
Durante a gestacdo, além de complicacdes maternas, esta sindrome pode resultar em
nefrogénese prejudicada, entre outros disturbios, na prole. Os mastocitos sdo células
envolvidas na modulacdo de reagdes de hipersensibilidade imediatas e sabe-se que estdo
aumentadas no cortex renal de filhotes de maes diabéticas. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho ¢ avaliar a expressdo de mastdcitos nos rins e coragao da prole de maes diabéticas e
verificar se o tratamento com cromoglicato altera esta expressdo. Para isso, foram utilizados
15 ratos Wistar machos e 30 fémeas para acasalamento. As ratas gravidas e seus filhotes
fémeas de 1 dia foram divididos nos seguintes grupos: 1) Controle+salina - filhotes tratados
com salina; 2) Controletcromoglicato - filhotes tratados com cromoglicato; 3)
Diabético+salina - filhotes de maes diabéticas tratados com salina; 4) Diabético+cromoglicato
- filhotes de maes diabéticas tratados com cromoglicato; 5) Nao-diabético+salina - filhotes de
maes induzidas, mas ndo-diabéticas, tratados com salina e 6) Nao-diabético+cromoglicato -
filhotes de maes induzidas, mas ndo-diabéticas tratados com cromoglicato. Os filhotes de 1
dia foram anestesiados com halotano para coleta dos rins e coragdes, que foram incluidos em
parafina e submetidos a coloragdo com Azul de Toluidina para contagem de mastocitos. As
maes dos grupos Diabéticos apresentaram niveis glicémicos elevados pos-inducdo e
mantiveram a hiperglicemia até o final da gestagdo. O diabetes materno ndo interferiu no
numero de filhotes nascidos por ninhada, mas resultou em mortalidade de 50% na prole dos
grupos Diabéticos e 40% no grupo Nao-diabéticos. O peso corporal dos filhotes dos grupos
Diabéticos foi menor que o registrado nos demais grupos. Esses animais também
apresentaram um aumento de mastocitos renais e cardiacos, em relagdo aos outros grupos, € o
tratamento com cromoglicato reduziu o numero dessas células, quando o grupo
Diabético+cromoglicato foi comparado ao Diabético+salina, com nivel de significancia de
p<0.05. Pode-se concluir que o diabetes materno aumenta o nimero de mastdcitos renais e
cardiacos na prole de 1 dia de ratas Wistar e o tratamento com cromoglicato reduziu o nimero

dessas células.

Palavras-chave: diabetes mellitus; desenvolvimento renal e cardiaco; mastocitos; ratas Wistar.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) consiste em um distirbio metabolico de carboidratos,
proteinas e lipideos, caracterizado por niveis elevados de glicose na circulagdo sanguinea
(IDF, 2017). A origem do problema pode ser tanto a auséncia de secre¢ao de insulina quanto a
diminui¢do da sensibilidade dos tecidos a este hormonio (SKYLER et al., 2017). De acordo
com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), esta sindrome pode ser classificada em:

1. Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1): doenga autoimune com destruicdo de células B-
pancreaticas, que leva a uma insuficiéncia absoluta de insulina (CHIANG et al., 2014;
SBD, 2018);

2. Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2): perda progressiva da secrecdo de insulina pelas
células B-pancredticas, devido a uma resisténcia frequente das células-alvo a este
hormoénio (SKYLER et al., 2017);

3. Diabetes Gestacional (DG): quando o disturbio ¢ diagnosticado na mulher no segundo
ou terceiro trimestre da gravidez, sem evidéncia aparente de diabetes antes da
gestacao;

4. Tipos especificos de diabetes devido a outras causas, como: sindromes monogénicas
do diabetes (diabetes neonatal e diabetes de inicio da maturidade do jovem), doengas
do pancreas exocrino (como fibrose cistica e pancreatite) ou diabetes induzido por
drogas (como uso de glicocorticoides no tratamento de HIV/AIDS ou apoés transplante
de orgaos) (SBD, 2018).

Os sintomas incluem politria, polidipsia, polifagia e em alguns casos um
emagrecimento inexplicado (ADA, 2017). Em 2015, de acordo com a Federagao Internacional
de Diabetes (IDF), 8,8% da populagao mundial, de 20 a 79 anos, vivia com diabetes, um total
de 415 milhdes de pessoas (IDF, 2015). Em 2017, esse numero subiu para 424,9 milhdes com
uma estimativa de que em 2045, 628 milhdes de pessoas possuirdo diabetes no mundo (IDF,
2017). Desses, estima-se que 49,7% nao sejam diagnosticados (CHO et al., 2018) e que
83,8% dos nao diagnosticados estejam em paises em desenvolvimento (BEAGLEY et al.,
2014). O Brasil ¢ o quarto pais no ranking mundial de pacientes diabéticos (COUTINHO;
SILVA JUNIOR, 2015) com 12,5 milhdes de pessoas acometidas (IDF, 2017).

O numero elevado da prevaléncia também eleva a carga de gastos necessarios com a

doenca pelos sistemas de saude (VOS et al., 2016), chegando a 1,3 trilhdes de ddlares em



2015 em todo o mundo (BOMMER et al., 2018). Isso se deve ao alto numero de
complicacdes que a sindrome traz, categorizadas em microvasculares como neuropatia,
retinopatia, nefropatia (BARRETT et al., 2017) e macrovasculares como doenga coronariana,
doenca arterial periférica e doencas cerebrovasculares (IDF, 2016). Os quadros de diabetes
também foram relacionados a um aumento nos casos de cancer (CARSTENSEN;
JORGENSEN; FRIIS, 2014), incapacidade cognitiva e fisica (LU; LIN; KUO, 2009; WONG
et al., 2013), tuberculose (JEON; MURRAY, 2008) e depressao (ROY; LLOYD, 2012).

1.2 Diabetes na gestacao

O Diabetes Mellitus na gestacdo configura-se como uma das complicacdes mais
comuns durante a gravidez (OPAS, 2017). Isso se deve a liberagdo de hormonios e enzimas
hiperglicemiantes pela placenta, necessarios para o crescimento fetal, levando a uma
resisténcia a insulina e consequente aumento compensatorio na sua produgdo, o que pode
levar a uma disfun¢do das células B-pancredticas (NEGRATO, ZAJDENVERG, 2016) e
consequente quadro de hiperglicemia sintomatica para a mulher, comum do diabetes (ADA,
2016). O diagnostico € feito entre a 24* a 28" semanas de gestacao pelo teste oral de tolerancia
a glicose (TOTG) (WHO, 2013). Alguns dos fatores de risco associados incluem idade
avancada da mulher, sobrepeso ou obesidade, histérico familiar, crescimento fetal excessivo e
hipertensdo, além da pré-disposi¢ao genética (SOLOMON, 2003; SBD, 2015).

A prevaléncia do diabetes na gestacdo varia de 1-20% com aumento crescente (ADA,
2016) de acordo com os novos critérios de diagndstico adotados pela International
Association of Diabetes and Pregnancy Study Group (IADPSG) e pela Organizacdo Mundial
de Saude (IADPSG, 2010; WHO, 2013) desde que o estudo Hyperglycemia and Adverse
Pregnancy Outcomes (HAPO) mostrou que ha um aumento continuo e progressivo do risco
de complicagdes materno-fetais conforme os niveis de glicemia materna se elevam (HAPO,
2008; MOSES, 2012). A IDF estima que, em 2017, 21,3 milhdes de nascidos vivos passaram
por algum tipo de hiperglicemia na gravidez, e que, 86,4% desses casos, foram devido ao
diabetes na gestagao (IDF, 2017). No Brasil, as estimativas alcangam 18% de mulheres
gravidas, de acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS, 2017).

Durante o periodo gestacional, a mulher desenvolve certa intolerancia a insulina,
principalmente até o terceiro trimestre de gravidez (CATALANO et al., 1991). O que ocorre ¢
a liberagcdo de hormonios e adipocinas pela placenta que podem levar a mulher a desenvolver

uma resisténcia periférica a insulina, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a), lactogénio



placentario humano (LP) e o hormdnio de crescimento placentario humano (growth hormone
GH-p). Na 2* semana de gestacdo, com o surgimento do sinciciotrofoblasto e
consequentemente da placenta, a producao desses hormonios se inicia (TOBERGTE;
CURTIS, 2013). A secrecao de GH-p ¢ regulada pela placenta e pela glicose materna e
funciona como um antagonista da insulina. E a principal fonte de crescimento na mulher
durante a gestacdo, porque suprime o hormonio de crescimento produzido pela hipédfise (GH),
sendo o responsavel pelo crescimento fetal (BAUMANN, 2009). Entretanto, sua acao
promove um aumento nos niveis de p85a, a subunidade reguladora da fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K) presente no receptor de insulina-1 (IRS-1), levando a uma inibigdo
competitiva do receptor, o que diminui a translocacdo de GLUT-4 na membrana plasmatica
das células, principalmente do musculo esquelético, diminuindo a captacdo de glicose materna

(BARBOUR et al., 2005).

Figura 1 — Resumo do mecanismo para resisténcia a insulina durante a gravidez. GH-p (GH
placentario) ¢ TNF-a atuam aumentando os niveis de p85c0, promovendo a inibigdo
competitiva do receptor de insulina-1 (IRS-1). A p85a ¢ a subunidade reguladora da
fofatidilinositol-3-quinase (PI3K) presente no IRS-1. Seu efeito na inibicdo do receptor,

acarreta uma diminui¢ao na translocagdo de GLUT-4 para a membrana plasmatica das células.
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Com isso, ha uma compensac¢do do pancreas na produgdo de insulina com um aumento
na massa de células B pancreaticas (VAN ASSCHE; AERTS; DE PRINS, 1978). Esse
aumento na proliferacdo de células B correlaciona-se com o aparecimento ¢ o aumento do
lactogénio placentario (LP), importante nas fun¢des de crescimento, lactacao e producao de
esteroides luteos. Seu aumento, a partir da quarta semana de gestagcdo, contribui para a
hiperplasia das células e consequentemente para o aumento na secre¢do de insulina
(CLARK; PARSONS; SORENSON, 1992).

ApOs a sexta semana de gestagdao, o aumento na produgdo de estrogénio e progesterona
pela placenta aumenta (NEWBERN; FREEMARK, 2011). O estrogénio aumenta o fluxo
sanguineo ¢ a sintese de prostaglandinas endometriais, o que facilita o transporte de nutrientes
fetoplacentarios e prepara o corpo para a lactagao, aumentando a sintese e a secre¢ao de
prolactina pela hipofise (DAS et al., 2009). A progesterona contribui para o aumento da
ingestao alimentar (AUGUSTINE; GRATTAN, 2008) e suprime a imunidade materna, para
evitar a rejeicdo do feto pelo organismo feminino (DRUCKMANN, 2005). Com o aumento
da ingestdo alimentar, a progesterona contribui, indiretamente, para o aumento da produgado de
leptina, devido ao aumento da lipogénese materna, gerado pelo aumento da ingestdo. A
leptina, sendo um horménio produzido pelos adipocitos, terd sua sintese aumentada, pelo
aumento da deposi¢do de gordura, o que leva a resisténcia a leptina durante a gestagao
(GRATTAN; LADYMAN; AUGUSTINE, 2007). A leptina elevada, em condigdes
fisioldgicas normais, reduziria a ingestdo alimentar, mas a progesterona inibe sua a¢do no
sistema nervoso central, assim seus niveis elevados geram resisténcia e a energia necessaria
sera armazenada para a lactagdo e crescimento fetal (AUGUSTINE; GRATTAN, 2008). O
quadro de progesterona elevada atenua os efeitos da hiperinsulinemia gerada pelo pancreas,
principalmente no tecido adiposo e no musculo esquelético, contribuindo para a diminui¢ao
da sensibilidade periférica a insulina (ENNS, 1988).

O aumento na deposi¢do de gordura estd correlacionado com o aumento na secrecao
de citocinas pro-inflamatorias do tecido adiposo (NEWBERN; FREEMARK, 2011). As
“adipocinas”, como sdo conhecidas, incluem leptina, adiponectina, TNF-a, interleucina-6 (IL-
6), resistina e outros (BARBOUR et al., 2007). TNF-a ¢ uma citocina produzida ndo apenas
nos adipocitos, mas também nos mondcitos, macrofagos, células T, neutrofilos e fibroblastos
e apresenta uma relagdo entre seus niveis e os de resisténcia a insulina (SPIEGELMAN;
HOTAMISLIGIL, 1994).

Com isso, a gestacdo pode ser caracterizada como um quadro de resisténcia a insulina

e consequente hiperglicemia. O diabetes se desenvolve quando a mulher, além de apresentar



tal quadro clinico, ainda se encaixa nos fatores de risco, como sobrepeso ou obesidade,
historico familiar de diabetes, idade avancada e sindrome de ovarios policisticos
(ALFADHLI, 2015; SBD, 2018). Consequentemente, ha uma elevacdo dos niveis de
mortalidade fetal, malformagdes congénitas, abortos espontaneos € aumento da ocorréncia de
macrossomia (BIDER-CANFIELD et al., 2017). Alteragdes como estas podem levar os filhos
de maes diabéticas a terem sobrepeso, obesidade ¢ DM na vida adulta (ROCHA et al., 2005;
AL-FAR, TJESSEM, LAUSZUS, 2017), além de alteragdes em sua estrutura vascular (DIB et
al., 2018).

Em modelos experimentais que mimetizam o DM1 em ratas no periodo gestacional
verificou-se que a prole apresenta nefrogénese prejudicada, com nefros deficientes por uma
alta taxa de apoptose e com os rins menores, 0 que caracteriza malformacao renal, levando a
uma menor taxa de filtracdo glomerular (LUYCKX et al., 2013; DAEHN et al., 2017). Além
disso, estudos apontaram aumento da expressdo de canais de sodio epiteliais e bombas de
sodio/potassio nos tubulos renais de filhotes de maes diabéticas (MARTINS et al., 2014;
TAIN, HSU, 2017) e filhotes que apresentaram uma disfunc¢ao renal por estar associada a um

sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona anormal (PATEL et al., 2017).

1.3 Mastdcitos

Os mastocitos sdo células derivadas da medula 6ssea, com o precursor AA4/BGD6"
(JAMUR et al., 2005), sob influéncia do fator de célula-tronco (SCF — stem cell factor). Eles
amadurecem no tecido-alvo e sdo encontrados com maior relevancia nos tecidos subcutaneos
e nas mucosas localizadas no ambiente de defesa do organismo (METCALFE; BARAM;
MEKORI, 1997). Foram descritos inicialmente por Paul Ehrlich, em 1877, com base em seu
perfil metacromatico (EHRLICH, 1877). Em sua forma madura, presentes nos tecidos, sdo
morfologicamente alongados, e quando isolados na cavidade peritoneal, apresentam-se de
forma arredondada. Desempenham um papel central nas reagdes alérgicas por meio de
respostas mediadas por receptores de IgE de alta afinidade (FceRI) (METCALFE; BARAM,;
MEKORI, 1997), devido a sua alta concentracdo de granulos citoplasmaticos, principalmente
a histamina, uma amina biogénica vasodilatadora, responsdvel pelo extravasamento de
plasma, que acarreta o aparecimento de edemas, vermelhidao e coceiras que ocorrem apds a
ativacdo imunologica por IgE (BEAVEN, 1976). Além disso, os mastdcitos sintetizam muitos
outros mediadores, como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, proteases (triptase,

quimase e carboxipeptidase A) e ainda leucotrienos (PEJLER et al., 2010).
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Figura 2 — Imagem de microscopia eletronica de um mastocito.

Mast cell granule ]
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Fonte: The Mastocytosis Society (2011).

A metacromasia se deve aos granulos metacromaticos, em fungdo de sua alta
concentracdo de radicais acidos presentes na heparina, um polissacarideo polianidnico
sulfatado pertencente a familia dos glicosaminoglicanos. Seu principal efeito se da pela sua
acdo anticoagulante (HIRSH, 1991). Em modelos classicos, a classificagdo dos mastocitos se
da de acordo com sua localizagdo e o contetido de seus granulos. Aqueles localizados em
tecidos conjuntivos, da-se o nome de mastocitos de tecido conjuntivo (que expressam
quimase e triptase em seus granulos); aqueles localizados na mucosa, dd-se o nome de
mastocitos de mucosa (que expressam apenas triptase) (PEJLER et al., 2010). Entretanto, um
mesmo sinal, que induz a desgranulacdo mastocitaria, leva a libera¢ao de diferentes proteases
com especificidades de substratos distintas, dependendo do tecido em questdo. Logo, um
unico estimulo pode induzir diferentes efeitos em varios tecidos. Consequentemente, ¢
possivel dizer também que héd diferencas nos receptores de mastdcitos especificos, como
mostra o trabalho de Dwyer e colaboradores, onde foi realizada uma analise transcricional de
14 populagdes de células linfoides e mieloides e o mastdcito se mostrou como uma das
células transcricionalmente mais variaveis do sistema imunologico (DWYER et al., 2016).
Essas observagdes mostram a complexa heterogeneidade dessas células, sugerindo que sua
classificagdo seja feita de acordo com o conteudo de proteases de seus granulos e ndo apenas
de acordo com sua localiza¢do. Todavia, tal caracteristica também deve ser ressaltada para a
importancia dessas células em inimeros processos patologicos, como na formagao de fibrose

em diferentes tecidos (CLAMAN, 1985).
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1.4 Mastocitos renais e cardiacos

Em condigdes fisiologicas, os mastocitos sao encontrados em numero reduzido em
orgados vascularizados, como os rins. Entretanto, em doencgas renais cronicas progressivas,
incluindo glomerulonefrite primaria e secundaria, nefropatia por IgA, nefropatia diabética e
rejeicdo aguda e cronica de aloenxerto, sua infiltracdio de torna significativa
(HOLDSWORTH; SUMMERS, 2008), principalmente nos espagos intersticiais peritubulares
com areas de fibrose, o que sugere sua associacdo com o aumento dos niveis intersticiais de
SCF, expressos pelas células tubulares e intersticiais renais (KITOH et al., 1998; EL-
KORAIE et al., 2001). A diversidade do subtipo ¢ ainda mais dependente da doenga. Para o
casos de fibrose renal, os mastocitos quimase-positivos sao os identificados, principalmente
em pacientes com doenca renal cronica (WASSE et al., 2011). Essa protease, por sua vez, se
mostra de grande importancia, uma vez que pode apresentar agdo na formagdo da fibrose
renal, j& que estd estritamente ligada ao Sistema Renina-Angiotensina (SRA), que tem relacao
com a doenca renal; diretamente, pelo efeito da Angiotensina II (Ang-II) na vasoconstri¢cao
eferente e, indiretamente, pela indugdo do fator de crescimento turmoral-B1 (TGF-B1 — tumor
growth fator) que prejudicara a auto regulacdo da arteriola aferente, aumentando a pressao de
filtragio capilar e contribuindo para uma possivel proteinuria (RUSTER; WOLF, 2006;
YANG; XU, 2017). Ainda, a quimase pode aumentar a expressao de TGF-f da mesma forma
que Ang-II; diretamente, ativando sua forma precursora, ou indiretamente, promovendo a
formagao de Ang-I1 (WASSE; NAQVI; HUSAIN, 2012). O TGF-p contribui na formagao de
fibrose através da estimulagdo da proliferagcdo de fibroblastos, sintese de matriz extracelular
(colagenos, proteoglicanos, fibronectina) e na transicao epitelial-mesenquimal (LOBODA et
al., 2016). Outro possivel mecanismo de fibrogénese da quimase ¢ a via de ativacdo de
receptores ativados por proteases (PARs), especialmente os do subtipo 2 (PAR-2) que
induzem a produgdo de citocinas fibrogénicas por células renais, por meio do aumento da
permeabilidade glomerular (SHARMA et al., 2007).

A semelhanga do descrito com a fibrose, é o que acontece em quadros de nefropatia
diabética. Riiger e colaboradores ja haviam descrito, em 1996, a relagdo direta entre
mastocitos e fibrose nesse caso (RUGER et al., 1996). Majoritariamente, mastocitos de tecido
conjuntivo, atuam na formacao fibrética por meio de seus mediadores TGF-f, renina e TNF-a
aliados a inflamacdo do tecido, via agdo da quimase (ZHENG et al.,, 2012), além da
capacidade dos mastdcitos de produzirem renina (SILVER et al., 2004). Seus mediadores

participam na regulacdo do volume extracelular, na vasoconstri¢do arterial e pressao arterial,
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no caso da renina (HUANG et al., 2007) ¢ no recrutamento e ativacdo de células
inflamatérias, com o TNF-o (HOLTMANN; NEURATH, 2005).

Além do sistema renal, na literatura, ha sugestdes da participagdo dos mastocitos no
desenvolvimento da fibrose do miocardio e na faléncia cardiaca (PANIZO et al., 1995; HARA
et al.,, 2002). Em 1995, Panizo e colaboradores ja haviam descrito a participacdo dessas
células na fibrose nos coragdes de animais hipertensos (PANIZO et al., 1995). Em 2003,
Shiota ¢ colaboradores confirmaram a agao das citocinas ¢ fatores mastocitarios na evolugao
da fibrose cardiaca (SHIOTA et al., 2003), mas foi s6 em 2009, que Levick e colaboradores
demonstraram, pela primeira vez, uma relacao causal entre a ativa¢do mastocitaria e a fibrose
em coragdes hipertensos. As proteases e citocinas liberadas agem nos fibroblastos cardiacos,
induzindo a sintese e proliferacdo de colageno, como a triptase, interferon-y e interleucinas
(IL-6 € IL-10) (LEVICK et al., 2009).

O estudo experimental da participagao de mastdcitos em processos como os de fibrose
pode ser feito com drogas que inibam a desgranulacdo dessas células, como ¢ o caso do

cromoglicato de sodio (Oliveira-Silva et al, 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar do papel dos mastocitos na indugdo de varios tipos de lesdes renais ja estar bem
estipulado, ainda ndo existem trabalhos na literatura que tenham avaliado a expressdao de
mastocitos nos rins e coracao da prole de maes diabéticas e se o tratamento com cromoglicato
alteraria esta expressdo. Assim, estudos com este objetivo sdo de extrema importancia, uma
vez que podem fornecer informacdes que possibilitem prever os impactos das modificagdes
dessas cé€lulas no tecido renal, desde o nascimento até a vida adulta, além de poder auxiliar na

compreensdo e no tratamento de doencgas pediatricas relacionadas ao assunto.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a presenga de mastdcitos renais e cardiacos na prole de ratas Wistar diabéticas e

verificar se o tratamento com cromoglicato alteraria esta expressao.

3.2 Especificos

a) Avaliar a glicemia e variagdo de peso corporal, além do nimero de filhotes nascidos
por ninhada, de maes expostas ao DM1 durante a gestacao;

b) Analisar o peso corporal e quantificar os mastocitos nos rins e coragdes dos filhotes
fémeas de 1 dia de ratas Wistar diabéticas;

c) Avaliar se a inibi¢do da desgranulagdo mastocitaria, feita com o cromoglicato de
sodio, pode alterar o nimero de mastocitos renais e cardiacos nos filhotes fémeas de 1

dia de ratas Wistar diabéticas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Apbs submissdo e aprovagdo do projeto pela Comissdo de Etica para Utilizagdo de
Animais (CEUA/UFU 050/18 — ANEXO 1), foram utilizados para acasalamento 15 ratos
Wistar machos de 300g e 30 fémeas de 180g, separados em caixas por sexo, com agua e racao
ad libitum. Os animais foram mantidos no Biotério Central da Rede de Biotérios de Roedores
da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU). No final da tarde de cada dia, as
fémeas foram colocadas nas caixas dos machos na propor¢do de 2 a 3 fémeas para cada
macho. No inicio da manha do proximo dia foi realizado o esfregago vaginal de cada rata para
verificagdo de uma possivel gravidez pela presenca de espermatozoides no esfregaco. Uma
vez gravidas, as fémeas foram postas em caixas individuais e seus filhotes divididos nos
seguintes grupos:

Grupo Controle+Salina: filhotes de 1 e 7 dias que receberam injec¢ao intraperitoneal
de solugdo salina 0,9% no dia 0 e do dia 0 ao 7° dia de vida, respectivamente, de maes que
também receberam inje¢do intraperitoneal de solucdo salina 0,9% no primeiro dia da
gestacao;

Grupo Controle+cromoglicato: filhotes de 1 e 7 dias que receberam injecdo
intraperitoneal de cromoglicato de sodio (50mg/Kg) no dia 0 e do dia 0 ao 7° dia de vida,
respectivamente, de maes que receberam inje¢do intraperitoneal de solug¢do salina 0,9% no
primeiro dia da gestagao;

Grupo Diabético+salina: filhotes de 1 e 7 dias que receberam injecdo intraperitoneal
de solucdo salina 0,9% no dia 0 e do dia 0 ao 7° dia de vida, respectivamente, de maes que
receberam inje¢do intraperitoneal de aloxana (100 mg/kg) diluida em solugdo salina 0,9% no
primeiro dia da gestagao;

Grupo Diabético+cromoglicato: filhotes de 1 e 7 dias que receberam injecao
intraperitoneal de cromoglicato de sodio (50mg/Kg) no dia 0 e do dia 0 ao 7° dia de vida,
respectivamente, de maes que receberam injecdo intraperitoneal de aloxana (100 mg/kg)
diluida em soluc¢ao salina 0,9% no primeiro dia da gestacao;

Grupo Niao-diabético+salina: filhotes de 1 e 7 dias que receberam inje¢do
intraperitoneal de solugdo salina 0,9% no dia 0 e do dia 0 ao 7° dia de vida, respectivamente,
de maes que receberam injec¢do intraperitoneal de aloxana (100 mg/kg) diluida em solucao

salina 0,9% no primeiro dia da gestacao e nao ficaram hiperglicémicas;
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Grupo Niao-diabético+cromoglicato: filhotes de 1 e 7 dias que receberam injecao
intraperitoneal de cromoglicato de so6dio (50mg/Kg) no dia 0 e do dia 0 ao 7° dia de vida,
respectivamente, de maes que receberam injecdo intraperitoneal de aloxana (100 mg/kg)
diluida em solu¢ao salina 0,9% no primeiro dia da gestacdo e ndo ficaram hiperglicémicas.

As ratas gravidas dos grupos Diabéticos e Nao-diabéticos ficaram de jejum por cerca
de 24 horas para a inducao do diabetes com aloxana, droga que promove destrui¢ao de células
beta pancredticas, resultando em modelo de DM1. Apos 2 dias da indugdo foi coletada uma
gota de sangue da cauda das ratas gravidas para verificagdo da glicemia, realizada com o
auxilio de um glicosimetro. Foram consideradas diabéticas as que apresentaram glicemia
maior ou igual a 150 mg/dL, as que apresentaram glicemia menor que 150 mg/dL foram

destinadas aos grupos de Nao-diabéticas.

4.2 Analise morfologica e contagem de mastocitos

Apo0s o nascimento, os filhotes fémeas de 1 e 7 dias foram anestesiados com halotano
(Cristalia) e tiveram seus rins e coragdes coletados para a quantificagdo de mastocitos. Depois
de retirados, os rins foram fixados em methacarn por 24 horas e em seguida lavados em
alcool 70%.

Em seguida, os rins e coragdes foram processados e incluidos em parafina para anélise
histologica e, posteriormente, realizadas as sec¢des de tecido renal e cardiaco com 4um de
espessura em um micrétomo. Os cortes histologicos foram submetidos a coloragdo com Azul
de Toluidina, que permitird a contagem de mastocitos, que foi realizada em um microscopio
Leica na objetiva de 10x para a visualizagdo de todo o campo e na objetiva de 40x, para a

contagem.

4.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism Version 5.00 (Trial).
Primeiramente, verificou-se se os dados apresentam ou nao distribuicao normal utilizando-se
o teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado um
teste paramétrico para andlise dos dados, sendo foi utilizado um teste ndo-paramétrico. O

nivel de significancia adotado ¢ de p<0,05.



17

5. RESULTADOS

O quadro de DM foi induzido pela administragao de aloxana (100mg/Kg) diluida em
solugdo salina 0,9% por via intraperitoneal. As maes dos grupos Diabéticotsalina e
Diabéticotcromoglicato apresentaram niveis glicémicos elevados pos-indu¢do e mantiveram
a hiperglicemia até o final da gestagdo (Figura 1), quando comparadas as maes dos demais
grupos. Embora ndo tenham sido quantificados, essas ratas apresentaram ainda sinais
classicos da doenca como poliuria e polidipsia, enquanto o ganho de peso durante a gestagao

ndo tenha sido diferente entre os grupos (Figura 2).

Figura 1 - Glicemia materna ao final da gestagdo dos grupos Controle+salina,
Controle+cromoglicato, Diabético+salina, Diabético+cromoglicato, Nao-diabético+salina e

Nao-diabético+cromoglicato.

Glicemia materna

800+ 3 Controle+salina
. 3 Controle+cromoglicato
5 600 3 Diabético+salina
E’ =] Diabético+cromoglicato
5400- N&o-diabético+salina
% B3 Nao-diabético+cromoglicato
&5 200+

0 Bl

Grupos

Fonte: A autora.

Glicemia materna durante a gestacdo dos grupos Controlet+salina (n=5), Controle+cromoglicato (n=5),
Diabéticotsalina  (n=5), Diabéticotcromoglicato  (n=5), Nao-diabéticotsalina (n=5) e Nao-
diabético+cromoglicato (n=5). Teste de Tukey com correcdo de Welch. Os dados sdo apresentados como

Meédia+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ###p<0,001versus os grupos Controle e Nao-
diabéticos.
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Figura 2 - Peso corporal materno dos grupos Controle, Diabético e Nao-diabético.

Ganho de peso materno
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Ganho de peso materno durante a gestacdo dos grupos Controle (n=5), Diabético (n=5) e Nao-diabético (n=10).
Teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com 1Q 75 ¢ IQ 25. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

O DM durante a gestacdo também nao interferiu no nimero de filhotes nascidos por
ninhada (Figura 3), mas resultou em maior mortalidade, cerca de 50% dos filhotes fémeas de
maes Diabéticas morreram ap6s o nascimento, enquanto que a taxa de mortalidade no grupo

Nao-diabéticos foi de 40%, no mesmo periodo. No grupo controle ndo houve registro de

mortes.

Figura 3 - Numero de filhotes por ninhada dos grupos Controle, Diabéticos e Nao-diabéticos.
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Numero de filhotes por ninhada dos grupos Controle (n=5), Diabético (n=5) e Nao-diabético (n=10). Teste de
Tukey com corregdo de Welch. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Com relagcdo aos dados obtidos nos filhotes fémeas de 1 dia, o peso corporal dos
grupos Diabéticotsalina e Diabético+cromoglicato foi menor em comparacdo aos demais
grupos (Figura 4), mostrando que o DM pode interferir no desenvolvimento corporal da
prole. Além disso, o diabetes resultou em aumento no nimero de mastocitos renais (Figura 5)
e cardiacos (Figura 6) em relacdo aos outros grupos e o tratamento com cromoglicato reduziu
o numero dessas células, quando o grupo Diabéticotcromoglicato foi comparado ao

Diabético+salina.
Figura 4 - Peso corporal dos filhotes fémeas dos grupos Controle+salina,

Controle+cromoglicato, Diabético+salina, Diabético+cromoglicato, Nao-diabético+salina e

Nao-diabético+cromoglicato.

Peso corporal da prole
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2 B8 Néo-diabético+salina
e 4 s EZ3 Nao-diabético+cromoglicato
24 s
0-t— T ey

1 Dia

Peso corporal dos filhotes fémeas de 1 dia dos grupos Controletsalina (n=4), Controle+cromoglicato (n=5),
Diabéticotsalina  (n=2), Diabéticotcromoglicato  (n=5), Nao-diabéticotsalina (n=7) e Nao-
diabético+cromoglicato (n=7). Teste de Tukey com correcdo de Welch. Os dados sdo apresentados como
MédiatEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. #p<0,05 versus os grupos Controle ¢ Néo-
diabéticos.
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Figura 5 — Numero de mastécitos renais dos filhotes fémeas de 1 dia dos grupos
Controle+salina, Controle+cromoglicato, Diabético+salina, Diabético+cromoglicato, Nao-

diabético+salina e Nao-diabético+cromoglicato.
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Numero de mastocitos renais nos filhotes fémeas de 1 dia dos grupos Controletsalina (n=4),
Controle+cromoglicato (n=5), Diabéticotsalina (n=2), Diabéticotcromoglicato (n=5), Nao-diabético+salina
(n=7) e Néo-diabético+cromoglicato (n=7). Teste de Tukey com corre¢do de Welch. Os dados sdo apresentados
como MédiatEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. #p<0,05versus os grupos Controle ¢ Néo-
diabéticos; **p<0,01 versus Diabético+salina.

Figura 6 — Numero de mastdcitos cardiacos dos filhotes fémeas de 1 dia dos grupos
Controle+salina, Controle+cromoglicato, Diabético+salina, Diabético+cromoglicato, Nao-

diabético+salina e Nao-diabético+cromoglicato.

Numero de mastocitos cardiacos
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1 Dia

Numero de mastocitos cardiacos nos filhotes fémeas de 1 dia dos grupos Controletsalina (n=4),
Controle+cromoglicato (n=5), Diabético+salina (n=2), Diabético+cromoglicato (n=5), Nao-diabético+salina
(n=7) e Nao-diabético+cromoglicato (n=7). Teste de Tukey com corre¢do de Welch. Os dados s3o apresentados
como Média+tEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ##p<0,01versus os grupos Controle e Nao-
diabéticos; ***p<0,001 versus Diabético+salina.



21

Embora a coleta dos rins ¢ coragdes dos animais de 7 dias tenha sido realizada, bem
como o processamento desse material para inclusdo e coloracdo das laminas com Azul de

Toluidina, ndo foi possivel finalizar as analises devido ao n incompleto de alguns grupos.
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6. DISCUSSAO

A aloxana ¢ um derivado do acido urico e assim como a estreptozotocina (STZ), outra
droga utilizada para inducao de DM1, em doses apropriadas, agem seletivamente destruindo
células B-pancreaticas, embora a STZ seja mais seletiva (JUNOD et al., 1967; JUNOD et al.,
1969; LENZEN; PANTEN, 1988; RAMSAY; WOLVERTON; STEELE, 1994; DICKINSON
et al., 1991). A aloxana depleta os estoques celulares de insulina por promover liberagao
subita desse hormodnio, seguida por supressao da resposta celular a glicose plasmatica
(SZKUDELSKI, 2001). No presente trabalho, utilizou-se a aloxana, como droga indutora de
DMI1 em ratas gravidas, e a dose de 100mg/Kg por via intraperitoneal se mostrou efetiva, uma
vez que a hiperglicemia foi mantida até o final da gestacdo, mas o sucesso de inducgao por esta
via ainda ¢é baixo, cerca de 40%, como constatado em outros estudos no laboratorio. Varios
trabalhos trazem dados acerca da efetividade da aloxana, um estudo feito em 2004 por
Federiuk e colaboradores, também utilizando animais que receberam uma dose de 100mg/Kg
de aloxana por via intraperitoneal, tiveram uma taxa de 80% de conversdo para o DM1
(FEDERIUK et al., 2004). No entanto, Szkudelski (2001) relata que doses intraperitoneais de
aloxana abaixo de 150mg/Kg podem ser insuficientes para indugdo de diabetes em ratos,
necessitando-se assim de uma segunda dose (SZKUDELSKI, 2001). Ja Silva (2011) mostrou
em seus estudos, a eficacia da dose de 120mg/Kg pela via intraperitoneal em ratas com o
desenvolvimento de DM1 (DA SILVA; NOGUEIRA, 2015). Embora nido tenham sido
avaliados quantitativamente, as ratas diabéticas apresentaram poliuria e polidipsia, que sdo
outros sinais classicos da doenga, como consequéncias da hiperglicemia.

As complicag¢des derivadas do diabetes durante a gestagdo, como mortalidade fetal,
macrossomia, elevacdo da pressao arterial e reducdo do ritmo de filtracdo glomerular ja estao
bem estabelecidas (MARTINS et al., 2014). Até mesmo a alta mortalidade observada nos
filhotes de maes Diabéticas e Nao-diabéticas nesse trabalho estd de acordo com dados da
literatura. Desde 1960, Nam Kim e colaboradores, ja relataram uma mortalidade de quase
50% em filhotes de ratas, tanto diabéticas descompensadas quanto de diabéticas tratadas com
insulina (KIM et al., 1960). A hiperglicemia resulta em aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), o que causa um estresse oxidativo no ambiente intrauterino
(FORBES; COOPER, 2013). A producdo de varios mediadores que afetam os sistemas
cardiovascular e renal, como fatores inflamatorios (TNF-a e IL-6), a ativagdo do receptor de
Angiotensina II do tipo 1 (ATIR — Angiotensin II type I receptor) e EROs, perturba a

homeostase vascular e € capaz de mediar disfungdo endotelial em mulheres gravidas (YU et
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al., 2018). Além disso, ha o estresse nitrosativo induzido por espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) que aumenta a nitragdo de proteinas em gestantes, levando a disfuncdo vascular nos
vasos placentarios e na vasculatura umbilical (TOLJIC et al., 2017). Essas alteragdes,
juntamente com as alteragdes metabolicas maternas nos mecanismos de transporte de glicose,
acidos graxos e aminodcidos (ALFADHLI, 2015), contribuem para aumentar a hipoxia e
acidose fetal e podem levar o feto a consequéncias pos-natais danosas, como baixo peso,
natimortos, além de provocar falhas no desenvolvimento, fatores estes que podem explicar a
alta taxa de mortalidade e o baixo peso encontrado nos filhotes de 1 dia das maes Diabéticas e
a mortalidade no grupo Nao-diabéticos.

Embora o DM materno tenha resultado em alta mortalidade pds-natal, no presente
trabalho nao houve alteracdo do numero de filhotes nascidos por ninhada, o que poderia ser
esperado, uma vez que muitos estudos mostraram que o diabetes materno altera o ambiente
intrauterino, causando malformacoes fetais, ou ainda, falhas no desenvolvimento do feto
ainda no utero (FETITA et al., 2006), o estresse oxidativo causado explicaria a embriopatia
gerada nessas condi¢des (LOEKEN, 2006). No entanto, resultados diferentes dos relatados
nesse trabalho foram encontrados por Gill-Randall e colaboradores (2004). Eles observaram
que ratas controle obtiveram quase o dobro de descendentes viaveis, quando comparadas as
maes diabéticas, mostrando que, em alguns modelos, o diabetes pode interferir no tamanho da
ninhada (GILL-RANDALL et al., 2004).

A literatura mostra que o nimero de mastocitos aumenta no tecido adiposo branco,
processos inflamatorios e cicatrizacdo de feridas (WANG; SHI, 2011; ZHOU et al., 2015;
TELLECHEA et al., 2016). Nos tecidos cardiaco e renal, essa célula atua no processo
inflamatorio contribuindo para a formacdo de fibrose via ativacdo de suas citocinas e
proteases, principalmente quimase e triptase (LEVICK et al., 2009; WASSE et al., 2011). No
caso do diabetes, 0 aumento na expressao de mastocitos renais resulta no aumento acentuado
da expressdo de quimase, principalmente na fase de glomeruloesclerose, fibrose e esclerose
vascular, com forte deposicdo na matriz extracelular rica em colageno, sobretudo nos
glomérulos, tubulos renais e endotélio (HUANG et al., 2003). No tecido cardiaco, os
mastocitos produzem fatores de crescimento fibrogénicos, proteases e citocinas pro-
inflamatérias, como TNF-a, que modulam o fendtipo dos fibroblastos, induzindo a
proliferacdo dessas células e aumentando a sintese de coldgeno no miocardio
(VENKATACHALAM et al., 2009). Além disso, outras quimiocinas tém o poder de recrutar
mondcitos fibrogénicos e atuarem diretamente nos fibroblastos, contribuindo ainda mais para

o desenvolvimento da fibrose cardiaca (DOBACZEWSKI; FRANGOGIANNIS, 2009).
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No entanto, a presenca dessas células durante o desenvolvimento cardiaco e renal, ou
até mesmo uma possivel participacdo de mastdcitos nesse processo, ainda sdo pouco
exploradas na literatura. No trabalho de Alvarez (2014), constatou-se que a densidade
mastocitaria diminuiu ao longo do desenvolvimento renal, mas aumentou durante o
desenvolvimento cardiaco e o tratamento pds-natal com cromoglicato na dose de 25mg/Kg
ndo modificou esse perfil. Os mastdcitos foram encontrados no parénquima do cortex renal,
na medula renal, bem como no interior dos tufos glomerulares e o cromoglicato também nao
interferiu nesse padrao de distribuicdo. No tecido cardiaco, os mastocitos foram encontrados
na parede livre do ventriculo esquerdo, na parede livre do ventriculo direito, no septo e no
apice, mas o tratamento com cromoglicato também nao alterou a distribuicdo dos mastdcitos
no tecido cardiaco, em nenhum dos periodos avaliados (ALVAREZ, 2014). Esses resultados
sugerem que mastocitos possam ter alguma participacdo apenas no desenvolvimento cardiaco
ou mesmo somatico, pois os animais de 30 dias tratados com cromoglicato apresentaram
reducdo de peso corporal, embora os pesos relativo renal e cardiaco ndo tenham sido
diferentes. E importante destacar a necessidade de estudos com doses diferentes de
cromoglicato para efeitos de confirmacdo ou descarte de sua participacdo no desenvolvimento
de determinados 6rgaos.

Considerando o estudo de Alvarez (2014) e os trabalhos que relacionavam mastécitos
a alguns tipos de danos renais, ja citados anteriormente, dados anteriores do laboratdrio, ainda
ndo publicados, mostraram um aumento de mastocitos renais nos filhotes de 7 dias de maes
diabéticas ndo-tratadas com insulina, quando comparados aos filhotes de maes controles e de
maes diabéticas tratadas com insulina, de mesma idade. Quando esses animais atingiram os 30
dias de vida, alteragdes como reducdo do tamanho dos corpusculos renais foram identificadas,
assim como reduzida fungdo renal (VIEIRA-SILVA, 2014). Nesse contexto, ha indicios da
participagdo dos mastocitos no prejuizo renal apresentado pela prole de maes diabéticas, que
precisavam ser confirmados.

Sendo assim, neste trabalho observou-se que o diabetes resultou em aumento no
nimero de mastocitos renais e cardiacos nos filhotes fémeas de 1 dia de idade e que o
tratamento com cromoglicato de sodio, diminuiu esse nimero. A redu¢do no numero de
mastdcitos no grupo Diabético+cromoglicato, quando comparado ao Diabético+salina, mostra
o efeito da inibi¢dao da desgranulagdo mastocitaria nesses animais. Embora seu mecanismo de
acdo permanega incerto, acredita-se que sua ac¢ao principal seja inibir a liberagdo de histamina
e outros mediadores inflamatérios dos mastocitos sensibilizados, inibindo a desgranulagao

mastocitaria (KAY et al., 1987, PALANIYANDI SELVARAJ et al., 2005).
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Por tultimo, seria importante avaliar o nimero de mastdcitos renais e cardiacos em
filhotes de maes diabéticas tratadas com cromoglicato em idades mais avangadas (7, 30 e 90
dias, por exemplo), além de se estudar a funcao renal e cardiaca nesses animais na vida adulta
para, de fato, avaliar se ha uma relagdo entre mastocitos e o dano tecidual apresentado pela

prole de maes diabéticas.
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7. CONCLUSOES

Os resultados encontrados sugerem que o diabetes materno, induzido por aloxana,
aumenta o numero de mastocitos nos rins e coracao da prole de 1 dia de ratas Wistar e que o

tratamento com cromoglicato reduziu o namero dessas células.
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