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RESUMO

Diabetes Mellitus Gestacional (DG) é definida como qualquer intolerancia a glicose
durante a gestacdo, promovendo um ambiente hiperglicémico que atinge o feto em
desenvolvimento. O excesso de glicose pode comprometer as células neurais que reagem
através de mudancas fisiologicas e estruturais. No Sistema Nervoso Periférico do
diabético pode ocorrer prejuizos na conducdo do impulso nervoso e na musculatura
inervada. Nesse sentido, esse trabalho estuda os comprometimentos no nervo isquiatico
e no masculo tibial anterior dos filhotes de ratas diabéticas. Para isso, ratas foram
submetidas a lesdo pancredtica farmacolégica no quinto dia de prenhez. Apo6s o
nascimento, 0s nervos isquiaticos e os musculos tibiais anteriores dos filhotes com 7 e 30
dias de vida foram coletados para analises morfoldgicas. Os resultados foram analisados
com estatistica adequada a distribuicdo dos dados, durante a gestacdo as maes induzidas
ao DG apresentaram menor ganho de peso e evolugéo hiperglicémica, enquanto o grupo
controle se apresentou normoglicémico. Os filhotes do grupo diabético apresentaram
menor indice de massa corporal acompanhada de atrofia muscular. N&o foram observados
infiltrados inflamatdrios ou sinais de degeneracdo precoce no nervo isquiatico desses
animais. Contudo afirmamos sobre a importancia do acompanhamento médico e o

tratamento adequado durante a gestacgéo.

Palavras-chaves: diabetes gestacional, prole, sistema nervoso periférico, nervo

isquiatico e musculo tibial anterior



ABSTRACT

Gestational Diabetes Mellitus (GD) is defined as any glucose intolerance during
pregnancy, promoting a hyperglycemic environment that affects the developing fetus.
Excess glucose can compromise neural cells that react through physiological and
structural changes. In the Peripheral Nervous System of diabetics, damage may occur in
the conduction of nerve impulses and in the innervated muscles. In this sense, this project
studies the impairments in the sciatic nerve and anterior tibialis muscle of diabetic rat
puppies. For this, rats were subjected to pharmacological pancreatic injury on the fifth
day of pregnancy. After birth, the sciatic nerve and anterior tibial muscles of 7- and 30-
day-old pups were collected for morphological analysis. The results were analyzed with
statistics appropriate to the distribution of data. During pregnancy, mothers induced to
GD showed less weight gain and hyperglycemic evolution, while the control group was
normoglycemic. The puppies in the diabetic group had a lower body mass index
accompanied by muscle atrophy. No inflammatory infiltrates or signs of early
degeneration were observed in the sciatic nerve of these animals. However, we affirm the

importance of medical monitoring and adequate treatment during pregnancy.

Keywords: gestational diabetes, offspring, peripheral nervous system, sciatic nerve,

anterior tibial muscle
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1. INTRODUCAO

O elevado teor de glicose durante a gestacdo pode prejudicar a saude das méaes e
bebés, causando a Diabetes Mellitus Gestacional (DG). Para a confirmacao diagnoéstica
da DG ¢€ necessario realizar o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). Todas as maes a
partir do quarto més de gravidez realizam o exame em que é avaliado a dosagem de
glicemia, caso o nivel glicémico em jejum seja > 100 mg/dL € entdo realizado o TOTG.
Os riscos mais comuns para o feto dentro do Utero hiperglicémico sdo anormalidades ou
nascimento pré-maturo, sendo um dos principais fatores causadores de defeitos
congénitos nos fetos, além disso, essas alteragdes ndo sdo encontradas apenas nos
primeiros meses de vida, mas também podem estar presentes ao longo da vida adulta,
levando a diversas patologias como a diabetes, doencas cardiovasculares, renais e
neuropatias. Uma das principais queixas dos pacientes com Diabetes Mellitus sdo as dores
nos membros periféricos e os principais fatores causadores dessas dores sdo as
neuropatias, disfun¢ées motoras e polineuropatias.

A Neuropatia Periférica Diabética (NPD) prejudica os axénios distais, levando a
danos estruturais e de condutibilidade dos nervos dos membros superiores e inferiores,
causando deformidades, Ulceras e até mesmo amputacdo dos membros acometidos. Esses
danos axonais ocorrem por conta da alta concentracdo de glicose presente na circulacédo
sanguinea provocando a lesdo dos nervos periféricos, e dificultando a propagacdo dos
impulsos nervosos da forma adequada. Os sintomas mais comuns sdo o formigamento,
dorméncia, dor, queimacao e perda de sensibilidade. Desta forma, é possivel observar que
o0 dano decorrente do ambiente hiperglicémico intrauterino nos nervos periféricos da prole
pode ocasionar alteracdes musculares, como as sindromes de Bruns-Garland, e a

neuropatia multipla dolorosa aguda ou subaguda.

11



2. REFERENCIAL TEORICO

A Diabetes Mellitus Gestacional (DG) corresponde a um aumento no nivel
glicémico desenvolvido na mée durante o periodo gestacional, podendo persistir ou ndo
apo6s o parto. Ao decorrer da gestacdo 0 organismo materno estd exposto a diversas
alteracbes hormonais levando a uma provavel intolerancia a glicose associada a
resisténcia insulinica e/ou diminuicdo da funcdo das células beta pancreaticas (DE
OLIVEIRA, et al., 2021; GODINHO, et al., 2023), semelhante ao diabetes mellitus do
tipo I, que é caracterizado por ser uma patologia autoimune que compromete
principalmente o pancreas levando a das células beta pancreéaticas produtoras de insulina
(NEVES, et al., 2017, LEITAO, et al., 2023). Outros cofatores que estdo envolvidos com
este quadro sdo o sobrepeso, sindrome metabdlica, idade materna maior acima dos 35
anos, historia familiar de diabetes, hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez, abortos
passados, sindrome dos ovarios policisticos, baixa estatura, polidramnio. Além desses,
durante a gestacao, naturalmente o organismo materno precisa produzir uma quantidade
maior de glicose para suprir o feto com a quantidade adequada de glicose (FERNANDES;
BEZERRA, 2020; L1, et al., 2020; GODINHO, et al., 2023).

O diagnostico da DG é realizado no pré-natal pela dosagem de glicemia antes do
quarto més de gravidez, este rastreamento é considerado positivo quando o nivel
glicémico em jejum for > 100 mg/dL. Por outro lado, a confirmagdo diagnostica € feita
com o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), caso a glicemia seja > 126mg/dL, a
gestante é diagnosticada com DG (RODRIGUES; CASANOVA; DE PAIVA, 2020;
SOUSA; FERREIRA, 2021; MARTINS; HEINEN; DA COSTA, 2022.). Esse quadro é
caracterizado como um problema de saude publica, pois leva a uma perturbacédo
metabdlica durante o periodo gestacional. De acordo com a Federacdo Internacional de
Diabetes (IDF), 16,8% das gestacGes sdo acometidas com o periodo gestacional
hiperglicémico (EGAN; DUNNE, 2020; BATISTA, et al., 2021). No Brasil cerca de 18%
das gestantes que fazem acompanhamento no Sistema Unico de Satde (SUS) apresentam
hiperglicemia na gestacdo. Desta forma, observa-se um aumento durante os Gltimos anos
de mulheres diagnosticas com diabetes no periodo gravidico-puerperal (MINISTERIO
DA EDUCAGAO, 2020; SISTEMA UNICO DE SAUDE, 2022). Essa perturbagio
metabdlica pode causar graves complicagbes como o parto prematuro, aborto,
hipoglicemia e hiperglicemia neonatal e materna, pré-eclampsia e distocia
(CHOUDHURY; RAJESWARI, 2021). Em mulheres com diabetes pre-existente do tipo
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1, a cesariana é recomendada em uma gestacdo mais precoce reduzindo para 37 a 38
semanas de gestacdo (MURRAY; REYNOLDS, 2020).

Caso o feto passe muito tempo em niveis elevados de glicose 0 mesmo pode vir a
apresentar um quadro diabético no futuro (IDF, 2020). Além disso, a presenca de
malformacdes congénitas € mais frequentes em filhos de maes diabéticas, tais como,
anomalias no Sistema Nervoso Autbnomo (SNA), coragdo, esqueleto, trato
gastrointestinal, sistema urinario, causando patologias como macrossomia fetal,
desordens metabolicas, hiper bilirrubinemia, prematuridade, aumento de mortalidade
neonatal e morte fetal intrautero (MURRAY; REYNOLDS, 2020). A hiperglicemia
intrauterina desenvolve dependéncia glicémica fetal levando a uma hipoglicemia apés o
parto resultando em les&o cerebral fetal (GIARLLARIELLLI, et al., 2023).

Quanto ao Sistema Nervoso Central (SNC), as malformac6es mais frequentes sdo
falhas de fechamento do tubo neural, anencefalia, microcefalia, hidrocefalia, catarata
congénita e hipoplasia do nervo optico (PANTE, et al., 2011). O efeito fisioldgico
causado pelo estado hiperglicémico fetal influéncia diretamente na proporgéo de insulina
secretada pelo pancreas do neonato e na producédo do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGFs). Este tem como funcdo promover o crescimento de 6rgdos e tecidos,
garantindo a deposicéao de gordura adequada e armazenamento de glicogénio, prevenindo
os desequilibrios glicémicos neonatais logo apds o nascimento (MIRABELLLI, et al.,
2021).

A DG, se ndo controlada, pode levar as complicacBes vasculares como retinopatia,
nefropatia, doencgas cardiovasculares, ma cicatrizacdo e consequentes exposicdes a
infeccbes na mde. Neuropatias e disfungdes motoras como a Neuropatia Periférica
Diabética (NPD) também pode ser um efeito a longo prazo no feto causada pela DG,
afetando os axdnios distais, levando a prejuizos estruturais e de condutibilidade dos
nervos dos membros periféricos superiores e inferiores, causando deformidades, Ulceras
e amputacdes (DA COSTA; COELHO; DOS SANTOS, 2019; DE CASTRO, et al.,
2021).

Os sintomas da NPD incluem formigamento, dorméncia, dor, queimacéo e perda
de sensibilidade, causados pela maior oferta de glicose sanguinea que provoca a lesdo dos
nervos periféricos, impedindo a transmissdo dos impulsos nervosos de modo correto
(RAMJI, et al., 2007; DA SILVA, et al., 2021). O diagndstico é feito através de testes de
rastreio, utilizando Bioestesiometro, Diapasdo, e pelo Escore de comprometimento

neuropatico. Onde sdo avaliadas as fibras nervosas finas, que acometem a sensibilidade
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térmica e dolorosa, e as fibras nervosas grossas responsaveis pelos reflexos tendineos,
sensibilidade vibratdria e tatil (ROLIM, et al., 2023). O tratamento é feito através de um
acompanhamento médico rigoroso onde sera avaliado a resposta do paciente, tendo como
principais tratamentos a fisioterapia, atividades fisicas, dietas, controle glicémico e a
utilizacdo de farmacos para o alivio dos principais sintomas (ROLIM, et al., 2023).

A NPD pode ser classificada como sensitiva, motora, autondmica, polineuropatia,
mononeuropatia, simétrica, assimétrica, proximal ou distal. Sendo, a mais comum entre
os diabéticos a neuropatia simétrica distal, decorrente da degeneracdo dos axénios e de
suas bainhas de mielina, conhecida como Degeneracdo Walleriana, na regiao distal dos
membros em ambos os lados do corpo (CONFORTI; GILLEY; COLEMAN, 2014,
NASCIMENTO; PUPE; CAVALCANTI; 2016; COBOS-PALACIOS; SAMPALO;
CARMONA, 2020).

Além da NPD, o paciente hiperglicémico esta suscetivel a desenvolver outras
patologias de origem nervosa, Como a neuropatia de aprisionamento, que acomete cerca
de 25% dos pacientes afetando os nervos plantares, causando forte dores nos pés e
tornozelos, comumente conhecida como Sindrome do Tanel do Tarso. Outra complicacéo
comum, é a Amiotrofia diabética conhecida também como sindrome de Bruns-Garland,
que compromete neurdnios motores desenvolvendo atrofia muscular e dores intensas (DE
MORA, et al., 2019; DE MAGALHAES, et al., 2021). Devido a uma possivel disfuncéo
nervosa periférica, pode-se inferir uma consequente alteracdo muscular, de musculos
inervados por nervos danificados pelo excesso de glicose no ambiente materno
(D'SOUZA; AL-SAJEE; HAWKE, 2013).

Nesse contexto, tem sido relatado que a DG também afeta a musculatura, com a
perda da capacidade fisica, forca e crescimento, levando a reducdo do tamanho das
miofibrilas e de massa muscular como um todo, com menores chances de regeneracao,
devido a disfuncdo metabdlica e mudanca no fendtipo glicolitico. A principal neuropatia
que afeta a musculatura é a denominada mdaltipla dolorosa aguda ou subaguda, agindo
nos nervos motores prejudicando os musculos proximais da perna causando amiotrofia
diabética (DA SILVA, et al., 2020).

14



3. JUSTIFICATIVA

A DG é um dos grandes problemas de satde publica em nivel mundial. Entretanto,
hd uma escassez de trabalhos sobre alteracGes nervosas periféricas provocadas pelo
diabetes gestacional na prole, sendo que a maioria dos trabalhos focam em
comprometimentos em nivel hipotalamico, conhecida por ser a regido do diencéfalo que
controla a fome e a saciedade e respondem a insulina. Desta maneira, 0 presente trabalho
mostra a importancia em trazer informacdes da ciéncia béasica sobre o efeito da
hiperglicemia no feto, especificamente sobre os tecidos musculares e nervosos
periféricos, tecidos que raramente sdo focos de trabalho com DG. Consequentemente,
conhecer melhor o efeito da hiperglicemia sobre o feto pode auxiliar, de forma
translacional, em pesquisas clinicas que buscam estudar causas e/ou terapéuticas
eficientes para doencgas congénitas ou tardias com causas multifatoriais ou ainda
desconhecidas e enfatizar a importancia do tratamento e acompanhamento durante a

gestacao.
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OBJETIVOS

41. GERAL

Avaliar a presenca de sinais precoces de degeneracdo muscular e

neurodegeneracdo periférica na prole de ratas diabéticas da linhagem Wistar.

4.2. ESPECIFICOS

Observar a evolucdo de peso corporal e glicemia das mées de ambos os grupos
CTeDG.

Avaliar o indice de Massa Corporal (IMC) e glicemia dos filhotes de ambos 0s
grupos CT e DG.

Analisar a presenca de alteracdes morfologicas nos nervos isquiaticos dos filhotes.

Estudar o processo de regeneracgdo das fibras musculares dos filhotes.
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5. METODOLOGIA

5.1.  ANIMAIS E ACASALAMENTO

Foram utilizados 12 ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus) com oito
semanas de vida, sendo considerada a idade de maturidade sexual, gerados na Rede de
Biotérios (REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) (protocolo CEUA
056/18). Os animais foram mantidos em caixas de policarbonato opaco, em ambiente
ventilado, com substrato de serragem autoclavada, em uma temperatura entre 18 a 22°C,
umidade de 45 a 55% e ciclo de luz claro-escuro de 12/12 horas. Nutridos devidamente
com racdo comercial e agua potavel ad libitum, armazenados em bebedouros graduados
com bico automatico.

Para o acasalamento utilizamos quatro machos e oito fémeas, que permaneceram
separados em caixas por sexo. No final da tarde do primeiro dia de acasalamento, as
fémeas nuliparas foram colocadas nas caixas do macho na proporcdo de duas
fémeas/macho, e ficaram juntos durante a noite. Pela manhé& as fémeas foram separadas
dos machos e em seguida realizado os lavados vaginais, onde com uma pipeta de Pasteur
contendo solucdo salina (0,9%) foi introduzida superficialmente no canal vaginal. O
material coletado foi depositado sobre laminas de vidro devidamente identificadas, desta
forma, foi possivel realizar a leitura imediata em microscépio Optico de luz, em um
aumento de 20x. A presenca de espermatozoides nas laminas indicou o primeiro dia de
gestacdo (FERREIRA, et al., 2011).

5.2. INDUCAO AO DIABETES

As ratas gravidas entraram em jejum no quarto dia de gestacdo (G4),
permanecendo por 24 horas. A inducéo foi realizada no quinto dia gestacional (G5), que
ocorreu por via injecdo intraperitoneal, na regido do quadrante inferior direito do
abddémen dos animais, contendo tampéo citrato (0,01M e pH 4,0) propriamente dito ou
adicionado Estreptozotocina (STZ). Farmaco indutor de morte de células beta
pancredticas, causando diminuicéo da producao e secrecao insulinica, gerando um quadro
hiperglicémico, levando ao desenvolvimento do Diabetes tipo | durante a gestacéo, tipico
de Diabetes Mellitus Gestacional. Apos 48 horas da inducdo (G7), as fémeas gravidas
foram colocadas em jejum por oito horas, e posteriormente coletada uma gota de sangue

da cauda para verificacdo da glicemia, realizada com o auxilio de um glicosimetro
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Contour Plus® (KIRSTEN, et al., 2010; MONTANHA, et al., 2013). Assim, foram

consideradas diabéticas as fémeas gravidas que tiveram glicemia de jejum > 200 mg/dL.
Uma vez gravidas e diabéticas as fémeas foram alocadas em caixas individuais divididas

em:.

Tabela 1 - Quadro da divisdo do grupo dos animais fémeas gravidas.

Quatro fémeas gravidas (n = 4) que receberam injecédo

Grupo Controle (CT) | intraperitoneal de tampéo citrato (0,01M e pH 4,0) no quinto dia

da gestacdo (G5).

Grupo Diabetes Quatro fémeas gravidas (n = 4) que receberam injegdo

Gestacional (DG)

53. VARIAVEIS AVALIADAS

No periodo anterior ao acasalamento (pré-gestacional), e durante a gestacéo (G7
e G17), as fémeas foram monitoradas quanto a glicemia utilizando glicosimetro Contour
Plus®, bem como a massa corporal em gramas utilizando balanca eletronica KERN®. E
posteriormente ao nascimento dos filhotes, estes também passaram pelas mesmas
avaliacdes de peso e glicemia, além de medicdo de comprimento nasoanal, nas idades de
7 e 30 dias. O célculo do indice de massa corporal foi realizado a partir dos dados de peso

e comprimento desses animais.

5.4. EXTRACAO E ANALISES DE TECIDOS

Os filhotes ap0s alcancarem as idades de 7 e 30 dias foram submetidos a eutanasia,
sendo primeiramente anestesiados com uma overdose composta por uma mistura de
cloridrato de Cetamina e cloridrato de Xilazina (1:1; 0,2 ml/ 100 g) via intraperitoneal
(FIOCRUZ, 2008). Quanto aos filhotes, estes foram divididos em:

Tabela 2 - Quadro da divisdo do grupo da prole.

7 dias de 30 dias de
vida (P7) vida (P30)

Filhotes do Grupo Controle (CT) 3 3

Filhotes do Grupo Diabetes Gestacional (DG) 3 3
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tampéo citrato (0,01M e pH 4,0) no quinto dia da gestacédo (G5).




Posterior a eutanasia, os animais foram submetidos a toracotomia e perfundidos
transcardiamente com 5-20 ml de solucgéo salina tamponada (PBS 0,1 M e pH 7,4) e,
posteriormente fixados com 5-20 ml de solugéo fixadora de formalina 10% em PBS (0,1
M e pH 7,4). Foram extraidos o musculo tibial anterior e o nervo isquiatico, e mantidos
por 48 horas em solucdes fixadoras especificas para cada tecido em temperatura de 4°C.

Os nervos permaneceram em fixador Karnovsky (paraformaldeido a 4% e
glutaraldeido a 2,5% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2) por 12 horas a 4°C.
Passado esse periodo, foram lavados em PBS (0,1M, pH 7,4) e, em seguida, cada nervo
foi cortado na metade, permanecendo um fragmento proximal e um distal. Os fragmentos
foram submetidos a pés-fixacdo em solucdo tetréxido de 6smio 1% diluido em PBS
(0,2M, pH 7,4) por 2 horas. Apds a pos-fixacdo, lavou-se os fragmentos em agua
destilada, desidratados em séries crescentes de acetona e incluidos em resina (Epon 812,
EMS) em moldes de silicone em estufa a 60°C por 72 horas para polimerizacao da resina.
Os blocos de resinas foram desbastados e as secgdes semifinas (0,5um) obtidas e coradas
com azul de toluidina 0,25%, para a observacdo e captura utilizando microscépio éptico
de luz (Leica®) com camera acoplada. A morfometria e as contagens de fibras mielinicas
e degeneradas foi realizada pelo software ImagelJ.

Os musculos permaneceram em fixador de formalina 10% por 48 horas a 4°C.
Posteriormente, passaram por desidratacdo em series crescentes de etanol (70 a 100%),
diafanizacao em xilol, impregnacdo e inclusdo em parafina na temperatura de 58 a 60°C,
confeccionando assim os blocos de parafina. Posteriormente, foram realizados cortes
histolégicos em micrétomo (Leica®) com 5 um de espessura, sendo obtidos cortes
transversais seriados. As seccOes foram transferidas para as laminas de vidro
gelatinizadas e estocadas em temperatura ambiente até a realizacdo das andlises
histoldgicas e nucleares.

As laminas de mdsculos foram coradas com Hematoxilina e Eosina, uma
coloragdo para estudos morfoldgicos gerais, revelando nucleos celulares arroxeados e
citoplasma rosado. Primeiramente, as ladminas passaram por processos de
desparafinizacdo em xilol, hidratacdo em alcool etilico (100% a 70%), lavagem em agua,
coloracdo em solugdo de Hematoxilina de Harris, lavagem em &gua, e coloracdo em
solucéo de Eosina-Floxina e lavadas novamente. Por fim, as ldminas foram desidratadas
em concentracOes gradativas de alcool etilico (70% a 100%) e lavagem em xilol. Para a
montagem das laminas, utilizou-se 0 meio de montagem (Entellan®) e uma laminula

devidamente limpa, e entdo mantidas em temperatura ambiente e protegidas da luz,
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posteriormente fotografadas em microscépio 6ptico de luz (Leica®) com cémera
acoplada.

Para os musculos, foram realizadas a morfometria de fibras musculares e a
quantidade e localizacdo dos nucleos nas mesmas (presenca de nucleos centrais na fibra
muscular indica processo de degeneracdo seguido por regeneracdo muscular), utilizando

o0 software ImageJ.

55.  ANALISE ESTATISTICA

Os valores numéricos foram analisados por testes ndo-paramétricos Kruskal
Wallis com pés teste de Dunn ou U de Mann Whitney. Para dados paramétricos usamos
teste ANOVA 1 way com pos teste de Bonferroni. O programa usado foi o software
GraphPadPrism 5.0 considerando que o nivel de significancia adotado para estes testes €
de p < 0,05 e consideramos valor de p limitrofe entre 0,051 e 0,1. Os graficos foram
plotados apresentando mediana e percentil (dados ndo paramétricos) e média e erro

padrdo (dados paramétricos).

6. RESULTADOS

6.1 EVOLUCAO DO PESO CORPORAL E GLICEMIA DAS MAES

Durante a fase gestacional, nota-se que ambos os grupos CT e DG apresentaram
evolucgéo de ganho de peso, entretanto, o grupo DG obteve menores ganhos de peso. Em
relacdo a avaliacdo glicémica, apenas o grupo que foi induzido ao diabetes apresentou
evolucdo hiperglicémica, enquanto o grupo controle se apresentou normoglicémico em

todas as fases de avaliagéo (p < 0,0001) (Figura 1).
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Figura 1 — Avaliacdo de evolucdo de peso corporal e glicemia das mées, dos grupos
controle (CT) e diabetes gestacional (DG), nas fases pré-gestacional, sétimo (G7) e
décimo setimo (G17) dia gestacional A. Gréfico da evolucdo do peso corporal (g); B.
Grafico da evolucéo glicémica (mg/dL), (***p < 0,0001) (Teste t ndo pareado).

6.2.INDICE DE MASSA CORPORAL E GLICEMIA DOS FILHOTES

Os resultados dos calculos de indice de massa corporal mostraram que o grupo de
filhotes expostos ao ambiente hiperglicémico durante a gestacdo apresentou, em ambas
as idades sete e trinta dias, menores IMC quando comparados ao grupo controle (***p <
0,001 e **p =0,0042). A glicemia se apresentou mais baixa no grupo DG apenas na idade
de trinta dias (p = 0,0086) (Figura 2).
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Figura 2 — A. Avaliacéo do indice de massa corporal (IMC), (***p < 0,0001 e **p =
0,0042) e B. Avaliagdo glicémica (mg/dL) dos filhotes, dos grupos controle (CT) e
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diabetes gestacional (DG), nas idades de sete (P7) e trinta (P30) dias (**p = 0,0086) (Teste
t ndo pareado).

6.3.AVALIACOES MORFOLOGICAS DOS NERVOS DOS FILHOTES

Na avaliagcdo morfoldgica das seccBes transversais de nervos isquiaticos corados
em azul de toluidina, ndo foram encontrados presenca de infiltrados inflamatérios por
avaliacdo qualitativa. E em relacdo as avaliacGes quantitativas de bainha de mielina,

também ndo foram detectadas diferengas entre os grupos e idades (Figura 3).

Figura 3 - A-D. Fotomicrografias no
60— aumento de 1000x de cortes transversais de
nervo isquiatico dos filhotes. A. filhotes P7
grupo CT; B. filhotes P7 grupo DG; C.
filhotes P30 grupo CT; D. filhotes P30
grupo DG; E. Grafico da contagem de
fibras mielinicas em ambas as idades nos
grupos controle (CT) e diabetes gestacional
(DG), (p = 0,4376) (Teste t ndo pareado).
Escala: 5pm.

2
Fibras mielinicas/100um
° S 3
L 1
(o]
0 -

CT



6.4.PROCESSO DE DEGENERACAO E REGENERACAO DA FIBRA
MUSCULAR

Na avaliacdo morfologica das seccOes transversais de fibras musculares coradas
em Hematoxilina e Eosina, foi mensurado as areas das fibras musculares e a relacdo de
nucleos centrais e periféricos. Observamos que no grupo DG em ambas as idades
apresentavam fibras musculares com menores areas de fibras (***p < 0,001), sendo um
indicativo de atrofia muscular nos filhotes de maes diabéticas quando comparado ao
grupo de maes controle. E em relacdo a posicionamento de nucleos centrais e periféricos,
foram observadas diferencas significativas entre os grupos em ambas as idades (P7, p =
0,38 e P30, p =0,10) (Figura 4).
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Figura 4 - A-D. Fotomicrografias no aumento de 20x de cortes transversais de fibras
musculares dos filhotes. A. filhotes P7 grupo CT; B. filhotes P7 grupo DG; C. filhotes
P30 grupo CT; D. filhotes P30 grupo DG. E. Gréfico de areas das fibras musculares (um?)
dos diferentes grupos e idades (***p < 0,001); F. Gréfico da relacdo de nucleos centrais
e periféricos (%) dos diferentes grupos e idades, (P7, p = 0,38 e P30, p = 0,10) (Teste t
ndo pareado). Escala: 5um

7. DISCUSSAO

O presente trabalho analisou os efeitos de uma gestacdo hiperglicémica causada
pelo DG nos nervos periféricos e musculaturas da prole. Em relacdo aos efeitos da
inducdo ao diabetes mellitus utilizando a droga estreptozotocina, os niveis glicémicos das
ratas comecaram a mostrar alteracdes desde o primeiro dia, chegando a 300 mg/dL. Ja o
grupo controle que foi induzido com o veiculo (tampdo citrato) manteve-se
normoglicémico, resultados que corroboram com outros trabalhos (DE PAULA, 2008;
HE et al., 2020). Demostrando a acdo citotoxica da droga nas células beta, quando a
mesma € capturada pelo transportador de glicose do tipo 2 (GLUT2) o acido
desoxirribonucleico (DNA) é fragmentado em poli-ADP ribosilacdo, reduzindo a
Nicotina Adenina Dinucleotideo (NAD+), diminuindo a producéo de ATP mitocondrial,
e essa escassez de energia leva a morte das células betas, inibindo a sintese e secrecdo da
insulina (KIRSTEN; SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010; SILVA et al.,, 2011;
MAZUCANTI, 2013). Ambos os grupos apresentaram ganho de peso durante a gestacao.
Entretanto, as mées com DG devido ao alto nivel glicémico obtiveram menor ganho de
peso. O estudo de RIBEIRO (2011) tambem demonstra como a hiperglicemia afeta o
ganho de peso de camundongos no periodo gestacional.

O indice de massa corporal nos filhotes expostos ao ambiente hiperglicémico foi
menor e essa perda de massa muscular pode ser explicada pela excessiva protedlise,
principal responsdvel na quebra de proteinas miofibrilares causada pelo alto nivel de
glicose, além da perda de &gua e triglicerideos levando a reducdo do IMC (OLIVEIRA,
2007). Muitos estudos demonstram como a gestacdo hiperglicémica afeta no indice de
massa corporal dos filhotes, apresentando uma diminuicdo de massa magra e aumento de
gordura (PEREIRA et al, 2015; LEAL, 2023). Quanto maior o periodo da prole exposto
ao ambiente hiperglicémico maior sera a predisposi¢éo da prole futuramente desenvolver
doengas como hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2 e obesidade (CORDEIRO, 2016;
BATISTA, et al., 2021).

Poucas sdo as pesquisas que mencionam sobre 0S mecanismos gque ocorrem nas

células e moléculas regulatorias do sistema imunol6gico que podem levar a prejuizos no
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desenvolvimento neural e biologicos da prole. No estudo de PIAZZA (2018), foi visto
que o nivel das complicacdes vai depender principalmente da duragdo do diabetes e da
qualidade do controle metabdlico da doenga.

Na avaliacdo dos nervos periféricos da prole, ndo foram observadas alteracdes
qualitativas, com auséncia de pontos de apoptose, focos inflamatorios e perda da bainha
de mielina entre os grupos controle e filhotes de diabéticas em ambas as idades, 7 e 30
dias de vida. Entretanto, apesar da prole ndo apresentar nenhum comprometimento em
nossos achados, quando essas analises sao realizadas no proprio animal ou paciente com
diabetes mellitus, estudos indicam a presenca de neuroinflamacgéo e comprometimento da
neurogénese (MATOS, 2019; MAHMOUD et al., 2021; OMOLAOYE & DU PLESSIS,
2021).

Ja em relacdo a musculatura desses animais, foi visto que o grupo de filhotes de
mées diabéticas apresentaram uma menor area de fibras musculares, indicativo de perda
de tecido muscular ou atrofia muscular. O alto nivel de glicose no ambiente intrauterino
pode acarretar o excesso de degradacdo e diminuicdo de sintese proteica (YIN et al.,
2021). Entretanto, 0 mecanismo que acarreta essa degradacdo da musculatura nos
diabéticos ainda ndo estd bem definido. Pesquisas apontam para 0 excesso de glicose, a
resisténcia a insulina nas fibras, para a disfuncdo de nervos periféricos, para o dano na
sintese das células do musculo esquelético, e, para o estresse oxidativo, sendo, esse
Gltimo, uma das principais causas das complicacdes diabéticas (SANCHEZ-DUARTE et
al., 2021; YIN et al., 2021). Todos esses possiveis motivos estdo vinculados ao balanco
negativo entre a sintese e a degradacdo proteica.

Por sua vez, os estudos de KIELDSEN e colaboradores (1987), essa reducdo no
tamanho das fibras musculares, pode ser devido a uma diminui¢do na concentracdo da
bomba de Na+/K+ no tecido muscular. Outro ponto, é a vascularidade tecidual, pois sabe-
se que uma vascularizacdo hiperglicémica contribui para uma ma perfusdo da
musculatura esquelética em modelos de animais diabéticos (ROSA et al., 2021).

Em conjunto, de acordo com estudos mais profundados o DG pode impactar o
nervo periférico apresentando sinais de inflamagdo ou degeneragdo, no entanto, nossos
estudos ndo demonstraram tal resultado, por tanto, é necessario mais estudo para
confirmacéo. Ja em relacdo ao musculo alvo dessa inervagéo ele apresenta-se menor, com
fibras musculares de menor diametro, e, esse resultado, quando confrontado com a
literatura, mostra ser um problema diretamente envolvido com a hiperglicemia e ndo com

a inervacdo deste musculo. Esse problema geralmente envolve a reducdo da sintese
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proteica, mas que ndo foi avaliado no presente estudo. Por tanto, a diabetes mellitus
gestacional afeta sim a musculatura periférica da prole, demonstrando a importancia do

acompanhamento médico e o tratamento adequado durante a gestagao.
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