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RESUMO

O diabetes mellitus é uma sindrome de etiologia maltipla caracterizado por um quadro de hi-
perglicemia associada a disturbios no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas. As
alteracdes nesta doenca sao metabdlicas e estruturais atingindo diversos tecidos. Quando a do-
enca ocorre durante a gestacdo, denomina-se, diabetes gestacional (DG), sendo considerada a
complicagdo mais comum durante a gravidez, e caracterizada por uma intolerancia a glicose
durante o periodo gestacional. Além de trazer prejuizos para a gestante, o DG estabelece um
ambiente intrauterino adverso para o feto, predispondo-o ao desenvolvimento futuro de doengas
cronicas nao transmissiveis, como doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) e doen-
cas neurodegenerativas. Estas alteragdes metabolicas e neuroldgicas ainda sdo pouco elucidadas
e, principalmente sdo poucos estudos que investigam essas repercussoes tardias do DG compa-
rado ao Diabetes mellitus tipo 2. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo, inves-
tigar o desenvolvimento de problemas metabdlicos e comportamentais em ratos adultos expos-
tos ao DG no periodo intrauterino e neonatal. Inicialmente, 16 casais de ratos Wistar foram
postos em acasalamento monogamico e, apds a constatacdo da gestacdo no 13° dia, as ratas
foram divididas em dois grupos para a indu¢do do DG: um grupo que permanecia controle
composto por 6 ratas que receberam apenas uma dose de solucdo salina, e um grupo diabetes
gestacional composto por 10 ratas que receberam uma Unica dose de estreptozotocina (STZ; 40
mg/Kg,; i.p,). Apds o desmame, a prole dessas ratas foi dividida em: grupo controle (CTR),
constituido por ratos adultos com uma nutrigcdo padréo e filhos de méaes sem intervencgéo; grupo
DM tipo 2 (DM2), constituido por ratos filhos de mées sem intervencao e que, na vida adulta,
receberam solucgéo de sacarose 40% (12 semanas) para inducdo de DM2 (controle positivo de
alteracdes metabolicas e comportamentais); e grupo DG, constituido por ratos com uma nutri-
¢do padréo e filhos de ratas que receberam STZ. Nos trés grupos de ratos, avaliou-se a morfo-
metria corporal, perfil glicémico e lipidico, resisténcia a insulina, avaliacao histopatoldgica he-
patica, ansiedade e processamento cognitivo. Em nossos resultados, as maes desenvolveram
DG com perda de peso, hiperglicemia severa e RI. A partir disto, evidenciou-se na prole DG
uma reducgéo de nascimentos, peso e hiperglicemia neonatal. Na vida adulta, o grupo DG de-
senvolveu varias doencas crénicas, como: diabetes, marcada por hiperglicemia, dislipidemia e
resisténcia a insulina, sem obesidade; DHGNA, caracterizada por prejuizos a funcdo hepatica e
esteatose microvesicular com inflamacao lobular e balloning; além de ansiedade e déficits de
cognicdo. Por sua vez, o grupo DM2 apresentou obesidade, alteragdes metabdlicas mais severas
gue o DG e uma DHGNA mais amena, composta apenas por esteatose. Os problemas compor-
tamentais foram semelhantes entre os grupos DG e DM2. Desta forma, demonstramos que con-
di¢bes adversas durante o periodo gestacional e neonatal, como 0 DG, sdo determinantes para
o desenvolvimento futuro de alteracBes metabolicas e prejuizos neuroldgicos, mesmo que o
individuo mantenha uma nutricdo saudavel apos o aleitamento.

Palavras-chave: Diabetes Gestacional; Diabetes Mellitus Tipo 2; Prejuizos comportamentais e
hepaticos.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a condition with various causes, characterized by high blood sugar levels
and disruptions in the metabolism of carbohydrates, fats, and proteins. These changes affect
both the metabolism and structure of different tissues in the body. When this condition occurs
during pregnancyj, it's called gestational diabetes (GD), which is the most common complication
during pregnancy. GD involves intolerance to glucose during pregnancy and not only poses
risks to the pregnant woman but also creates an unfavorable environment for the developing
fetus. This environment can predispose the fetus to developing chronic diseases later in life,
such as non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and neurodegenerative disorders. However,
the exact metabolic and neurological changes caused by GD are not fully understood, and
there's a lack of research on the long-term effects of GD compared to Type 2 Diabetes mellitus.
This study aimed to investigate the development of metabolic and behavioral issues in adult
rats exposed to GD during the intrauterine and neonatal periods. Initially, 16 pairs of Wistar
rats were mated, and after confirming pregnancy on the 13th day, the rats were divided into two
groups for GD induction: a control group, where rats received only saline solution, and a ges-
tational diabetes group, where rats received a dose of streptozotocin (STZ) to induce GD. After
weaning, the offspring were further divided into three groups: a control group with standard
nutrition, a group induced with type 2 diabetes (T2DM) through a sucrose solution, and a group
with offspring of rats that received STZ during pregnancy (DG). Various parameters were eval-
uated in the rats, including body measurements, blood sugar and lipid levels, insulin resistance,
liver function, and behavioral traits such as anxiety and cognitive abilities. The results showed
that mothers developed GD with significant weight loss, severe hyperglycemia, and insulin
resistance. The offspring of the GD group showed reduced birth rates, weight, and neonatal
hyperglycemia. In adulthood, the DG group exhibited several chronic conditions including di-
abetes, NAFLD, and behavioral issues like anxiety and cognitive deficits. The T2DM group,
on the other hand, developed obesity and more severe metabolic changes compared to the GD
group but showed milder NAFLD. These findings demonstrate that adverse conditions during
gestation and early life, such as GD, can significantly impact the future development of meta-
bolic disorders and neurological issues, even if the individual maintains a healthy diet after
weaning.

Key-words: Gestational diabetes; Type 2 Diabetes Mellitus; Behavioral and liver damage.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus gestacional (DG) é uma condicédo clinica na qual a mulher, sem
diagndstico prévio de diabetes mellitus (DM), desenvolve algum grau de intolerancia a glicose
e consequente hiperglicemia em qualquer momento da gravidez (SBD,2020). O DG é uma das
complicagdes médicas graves mais comum na gravidez, afetando globalmente uma em cada
seis gestantes e com tendéncia a crescimento, por conta da expansdo dos casos de obesidade
entre mulheres em idade reprodutiva. E um preocupante problema de satde publica que au-
menta drasticamente o risco de complicagbes durante a gravidez tanto para a mdae (e.g.
eclampsia) quanto para o feto (e.g. macrossomia fetal e adiposidade) (Zhu, Y.; Zhang, 2016;
Zajdenverg et al., 2022).

O International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups reconhece di-
versos fatores de riscos para o desenvolvimento de DG, tais como sobrepeso e obesidade, idade
materna avangada (> 40 anos), tabagismo, historia prévia de DG, historico familiar de DM2 e
nutricdo desbalanceada/sedentarismo antes e durante a gravidez (Mcintyre et al., 2019). Ade-
mais, o DG confere risco aumentado para desenvolvimento posterior de problemas cardiovas-
culares, obesidade, DM tipo 2 e doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) para a
gestante e descendentes (Franzago et al., 2019).

Como citado acima, filhos expostos a hiperglicemia gestacional sdo mais propensos a
desenvolver doencas cardiometabdlicas na vida adulta, isto porque a vida intrauterina compde
um periodo fundamental e critico para a programacgédo metabdlica do individuo. Evidéncias de-
monstram que insultos em periodos considerados janelas criticas para o desenvolvimento po-
dem acarretar, algumas vezes de forma irreversivel, no desenvolvimento/agravamento futuro
de doencas crbnicas ndo transmissiveis (Yan; Yang, 2014; Chavatte-Palmer et al., 2016;
Hoffman et al., 2021; Di Gesu et al., 2022; Hoffman, 2022). Estes insultos e suas repercussoes
sdo alvo de estudo das Origens Desenvolvimentistas da Saide e da Doenca (do inglés, Deve-
lopmental Origins of Health and Diseases - DOHaD), que hipotetizam que insultos ambientais,
maternos, de crescimento e desenvolvimento fetal/infantil atuando no inicio da vida (no mo-
mento da concepcéo, e/ou durante a vida fetal, infancia e primeira infancia) aumentam a sus-
ceptibilidade a doencas futuras (Amadou et al., 2023).

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no surgimento do DG e, principalmente,
na transmissao transgeracional dos danos do DG para os descendentes ainda ndo foram total-

mente desvendados. Sabe-se que disfuncdes metabodlicas maternas pré-gestacionais, como des-



regulacdo da secrecdo e/ou resisténcia periférica a insulina, bem como um ambiente pré-infla-
matorio (associado a obesidade, por exemplo) sdo cruciais para o desenvolvimento de hipergli-
cemia gestacional. A glicose atravessa facilmente a barreira placentaria e promove hiperinsuli-
nemia fetal, que por sua vez, é fundamental para reprogramacdes metabdlicas e estruturais no
feto em curto prazo, como supercrescimento fetal e/ou adiposidade, e em longo prazo, como
doencas cardiometabolicas (Mcintyre et al., 2019).

Evidéncias demonstram que o diabetes durante a gestacdo, além de causar alteracdes
na gestante também leva a consequéncias fetais e posteriormente repercussdes na vida adulta,
posto que o DG afeta profundamente o eixo intestino-figado-cérebro levando ao desenvolvi-
mento de doenca hepatica gordurosa- nao alcodlica (DHGNA) e prejuizos neurolégicos em seus
descendentes (Nguyen et al., 2020; Koralegedara et al., 2022). A DHGNA é um termo amplo
usado para cobrir um espectro de condicGes caracterizadas por evidéncia de esteatose hepatica
na auséncia de causas secundarias, como o consumo de alcool e infecgdes virais. Estima-se
que esta doenga acometa aproximadamente 20 a 30% da populagéo adulta mundialmente, sendo
comumente associada a sindrome metabdlica, obesidade, diabetes tipo 2 e dislipidemia (Nd,
2019; Antunes et al., 2023).

Além das alteragdes metabolicas, existem indicios que o DG também esta relacionado
a prejuizos cognitivos e comportamentais nas mées e descendentes. De fato, uma meta-analise
realizada a partir de 12 estudos clinicos evidenciou que bebés filhos de gestantes com DG apre-
sentam prejuizos no desenvolvimento cognitivo, da linguagem e da motricidade quando com-
parados a bebés de 1 a 2 anos ndo expostos ao diabetes. Alguns dos estudos levantados também
evidenciaram uma baixa pontuacdo de QI observada em criancas (3-12 anos) de progenitoras
com DG (Camprubi Robles et al., 2015). Mesmo que impactantes, estes resultados ndo séo
homogéneos e baseados em estudos observacionais, o que impossibilita a investigacdo de me-
canismos fisiopatoldgicos e estabelecimento de uma relacdo de causa e efeito.

Em estudos pré-clinicos, Huerta-Cervantes et al. (2020) demonstraram que a prole de
ratas com DG induzido por dose Unica de estreptozotocina (STZ) apresentou maior estresse
oxidativo no cértex pré-frontal, comportamento ansiogénico e déficits cognitivos. Contudo, o
estudo se limitou a avaliacbes comportamentais na prole, sem investigar de forma mais apro-
fundada as alteracdes metabdlicas na mesma e correlaciona-las com os problemas cognitivos e
o surgimento de DHGNA. No estudo citado também n&o foi apontado nenhuma possivel via
molecular associada aos achados. O Laboratdrio de Fisiologia Experimental da UFMA tem
demonstrado em publicacdes recentes, associa¢fes entre 0 consumo excessivo de aglcar € 0

desenvolvimento precoce de doencas metabolicas e neurocomportamentais (Flister, Karla Frida



Torres et al., 2018; Sousa et al., 2018; Franca et al., 2020; Pinto et al., 2022). Contudo, estudos
do eixo figado-cérebro induzidas por transmissao transgeracional ainda sdo insipientes. A partir
disto, buscamos no presente estudo investigar o impacto metabdlico e neurologico tardio cau-
sado pela exposicéo intrauterina e neonatal a DG. Hipotetizamos que a exposi¢ao perigestacio-
nal ao DG sera capaz de programar negativamente o metabolismo e a fun¢do neurocomporta-

mental da prole, mesmo na auséncia de intervencdes dietéticas na vida adulta.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Diabetes mellitus e Origem desenvolvimentistas da Saude e da Doenca (Developmental
Origins of Health and Diseases - DOHaD)

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) estimou em 2019 cerca de 463 milhdes de
pessoas vivendo com diabetes no mundo, o que representa 9,3% da populacdo global. Esse
nimero deve aumentar para 700 milhdes até 2045 (Organization, 2016). Além disso,
estimativas projetam para o ano de 2025, 438 milhdes de individuos afetados por essa doenca,
porém com mais cinco anos pela frente, essa previsdo ja foi ajustada para 463 milhGes
(Guariguata, 2012). No Brasil, a prevaléncia do diabetes também é alta atingindo cerca de 16
milhdes de brasileiros, o0 que representa aproximadamente 7,7% da populacao (Klinger et al.,
2020).

O DM é uma sindrome de etiologia mdaltipla, caracterizada por um quadro de
hiperglicemia cronica associada a disturbios no metabolismo dos carboidratos, lipidios e
proteinas. Isso decorre da auséncia de insulina e/ou da incapacidade desse horménio em exercer
adequadamente seus efeitos. Sua classificacdo baseia-se na etiopatogenia, compreendendo o
diabetes tipo 1 (DM1), o diabetes tipo 2, 0 DG e outros tipos de diabetes (Sapra; Bhandari,
2024).

O diabetes tipo 1 é caracterizado pela destrui¢do das células B-pancreéticas pelo
sistema autoimune que geralmente se desenvolve na infancia ou adolescéncia, enquanto o
diabetes tipo 2 é caracterizado pela resisténcia periférica a acdo da insulina que geralmente se
desenvolve na fase adulta e esta associada principalmente a fatores genéticos, ao estilo de vida
e aos fatores de risco, como obesidade e sedentarismo (Gregorio; Pitanga, 2023). A
hiperglicemia persistente no diabetes tipo 2, leva a formacdo de produtos finais de glicacédo
avancada, estresse oxidativo e inflamacdo de baixo grau e resultam em danos aos vasos
provocando o desenvolvimento de retinopatia, nefropatia, neuropatia e o surgimento de doencas
cardiovasculares (SBD, 2022).

O diabetes gestacional (DG) é caracterizado pelo aumento da glicemia por volta da 242
semana de gestacdo em mulheres sem histérico de diabetes antes da concepcao. O DG quando
ndo controlado adequadamente pode acarretar inimeras complicacfes para mae, tais como pré-
eclampsia, parto pre-termo, desenvolvimento de diabetes tipo 2 e doengas cardiacas, bem como
complicacdes para 0 recém-nascido como macrossomia, hipoglicemia neonatal, distdrbios

respiratorios, obesidade e diabetes infantil (Pinheiro et al., 2023).
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Embora a fisiopatologia do diabetes ndo seja totalmente compreendida, acredita-se que
0s genes e o estilo de vida sdo os principais fatores de risco para o seu desenvolvimento, pois
evidéncias indicam que a nutricdo ou perturbac6es metabdlicas nas fases iniciais da vida, nos
primeiros 1000 dias desde a concep¢do até aos dois anos de idade, desempenham um importante
papel na determinacdo da suscetibilidade ao diabetes na idade adulta, processo que € objeto de
estudo da teoria das Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca (Developmental
Origins of Health and Diseases - DOHaD) (Alves; Alves, 2023).

A teoria DOHaD investiga os efeitos intergeracionais e transgeracionais de exposi¢oes
precoces a fatores ambientais e ou metabolicos durante os periodos criticos do desenvolvimento
humano, desde a concepc¢édo até primeira infancia, que podem influenciar negativamente na
salde do individuo propiciando o surgimento de doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT’s)
ao longo da vida (Gargiulo, 2022).

Este conceito foi inicialmente introduzido pelo epidemiologista David Barker e
colaboradores (1989), através da observacdo da alta taxa de mortalidade da populacdo adulta
por doencas cardiovasculares na Inglaterra no periodo (1968 a 1978) quando comparadas com
as taxas de mortalidade da populacéo inglesa adulta 50 anos antes. Essa populacao foi gerada
por mées que enfrentavam um estado nutricional precario durante a fome Holandesa entre os
anos 1944 a 1945 em um ambiente intrauterino desfavoravel, o que contribuiu para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (Lumey et al., 2007; Moura, 2007).

Os individuos expostos a fome retratam bem como essa programacdo fetal pode
influenciar a saude dos descendentes ao longo da vida, no final da Segunda Guerra Mundial,
foi evidenciado que as condi¢cdes de inani¢cdo no periodo pré-natal acarretaram diferentes
padrdes de composicdo corporal na vida adulta. Caso a mée houvesse sofrido desnutri¢do
durante o Gltimo trimestre da gestacdo, esse grupo apresentava uma baixa incidéncia de
obesidade. No entanto, se a desnutricdo ocorresse no primeiro semestre da gestacdo, a
incidéncia de obesidade aumentava significativamente nos descendentes (Ravelli et al., 1976).

A teoria DOHaD foi adaptada ao longo da histéria, englobando outros conceitos
importantes de programacao metabdlica como 0s mecanismos epigenéticos, que promovem a
modificacdo da expressao génica por meio de modificagbes quimicas nos filamentos de histonas
sem provocar mudancas na sequéncia de DNA (Colovati, 2020). Dessa forma, a conjectura da
teoria DOHaD, defende que condig¢des adversas durante as fases inicias da vida intrauterina
promovem alteragdes epigenéticas que podem colaborar para prejuizos metabdlicos tardios que
aumentam o risco de desenvolvimento e Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT’s) no

decorrer da vida (Figura 03) (Barker et al., 1989). Diversos fatores de risco como a exposicao
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intrauterina e neonatal a DG, toxinas ambientais, estresse na maternidade, dietas ricas em
acucares ou em gorduras e tabagismo, podem afetar o desenvolvimento fetal e infantil, pois
influenciam a programacéo metabdlica por meio da ativacdo ou inativacéo de genes nas janelas

criticas de desenvolvimento como é mostrado na Figura 1 das Origens Desenvolvimentistas da

Saude e da Doenga (De Asis-Cruz et al., 2022).

Exposigio materna Alteracbes Epigenéticas
Dietas ricas em gordura e fatores
gEnéticos

g= ‘ )
oy -" | DCNT's, tais como,
obesidade
g
t“' 1 *e

—-

DM2
sM

Figura 1 - Origens Desenvolvimentistas da Salde e da Doenca.

Exposicdes gestacionais quando induzidas pelo Diabetes Mellitus Gestacional (DG) leva a um risco aumentado de
complicacfes tanto para a mde quanto para seus descendentes, alvos de estudo do DOHaD. Fonte. AUTORA
(2023).

Compreender como isso pode influenciar o desenvolvimento dessas doengas,

especialmente o DG ¢é essencial. Desta maneira, o tema em questdo serd aprofundado nos
proximos topicos.

2.2. Diabetes mellitus Gestacional

O DG é uma condic¢éo na qual a mulher sem diabetes tipo 2 desenvolve algum grau de
intoleréncia a glicose durante a gravidez, estimando-se que, na atualidade, 1 em cada 6

nascimentos ocorra em mulheres com alguma forma de hiperglicemia (Metzger; Coustan,
1998).
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O diagnostico de DG ocorre entre 0 segundo e terceiro trimestre de gravidez e de
acordo com os critérios do International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups
(IADPSG), este diagnostico ¢ fechado quando a gestante apresenta glicemia de jejum > 92
mg/dL ou por teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) realizado entre 24 e 28 semanas de
gestacdo com pelo menos um valor alterado (glicemia de jejum > 92 mg/dL e/ou, apds 1h > 180
mg/dL e/ou apds 2h > 153 mg/dL) (Brown, F. M.; Wyckoff, 2017).

A gestacdo constitui um periodo critico na vida da mulher, no qual ela se expde a
multiplas alteracbes fisicas e hormonais que visam garantir o adequado crescimento e
desenvolvimento fetal. Neste periodo, o metabolismo energético da progenitora se altera
drasticamente para assegurar o aporte de glicose para o feto, podendo ser categorizado em duas
fases distintas: 1) fase anabdlica, referente ao primeiro trimestre da gestacdo e caracterizada
pela utilizagdo de lipideos como principal fonte energética, a fim de poupar glicose para o
consumo fetal. Nesta fase, a mée tende a ter hipoglicemia e baixa secrec¢do de insulina; 2) fase
catabolica, que se inicia a partir do segundo trimestre e é caracterizada por hiperinsulinemia
como resposta compensatdria a secrecdo placentaria de horménios hiperglicemiantes para o
feto (e.g. hormonio lactogénio placentario, cortisol e horménio do crescimento), levando a
intoleréncia a glicose e resisténcia a insulina (RI) para a mae. Nesta fase, progenitoras com
fatores de risco podem desenvolver DG (Parrettini et al., 2020).

A placenta, 6rgdo fetal momentaneo, na qual forma a interface entre o embrido e a
mée, possui uma funcdo imprescindivel para o crescimento do feto no periodo de gestacao,
trabalhando como uma glandula complexa que conduz toda a classe de nutrientes para o feto.
Este drgdo se diferencia em diversas fases, desde proliferacdo a diferenciacdo celular para a
constituicdo das vilosidades coridnicas e estruturas extravilositarias — células especiais que se
estendem na membrana placentaria (Gude et al., 2004).

No DG, placentas de maes com hiperglicemia séo frequentemente maiores (Taricco et
al., 2003). Eventualmente, o papel da placenta ndo é simplesmente mediar a transferéncia de
solutos: ela € um 6rgdo metabdlico e enddcrino central da gravidez. Assim, esse 6rgdo produz
inimeros hormdnios que tém influéncia significativa no estabelecimento e manutencéo de uma
gravidez saudavel, regulando o metabolismo da glicose, dos lipideos, e da sua adaptacéo ao
longo da gestacdo (Armistead et al., 2020).

Adicionalmente, na gravidez diabética uma ampla gama de disturbios no metabolismo
lipidico foi descrita e os lipidios maternos podem ser os determinantes mais fortes do

crescimento fetal em recém-nascidos com DG (Teles, 2021). Tanto os triglicerideos maternos,



14

quanto os &cidos graxos ndo esterificados, indicando que a dislipidemia materna no DG pode
aumentar a disponibilidade de lipidios para o feto (Herrera; Desoye, 2016; Teles, 2021)

Em gestacGes complicadas por obesidade ou DG, os niveis de expressdo de moléculas
placentarias sdo interrompidos, e essa falta de equilibrio pode estar associada a outras
complicagdes metabolicas (Hill, 2018). O estado de RI da mae, ocorre em virtude da liberacao
de hormobnios diabetogénicos pela placenta, bem como, estrogénio, progesterona, cortisol,
somatotropina coriénica humana, hormonio lactogénio placentério, prolactina, horménio
liberador de corticotropina e a progesterona como mostra a Figura 2 (Lain; Catalano, 2007; Al-
Rifai et al., 2021; Choudhury; Rajeswari, 2021).
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Figura 2- O papel dos horménios liberado pela placenta na patogénese do DG.

No inicio da gravidez a placenta libera diversos horménios, que funcionam como agentes principais na orques-
tracdo das adaptacBes maternas as mudancas metabdlicas durante a gestacdo. Hormdnio de crescimento (GH);
lactogénio placentario (HPL); prolactina (PRL) e progesterona constituem os horménios chaves metabdlicos deri-
vados da placenta que exercem efeitos reguladores sobre os niveis de glicose no sangue através da modulacéo do
metabolismo da glicose no figado, tecido muscular, pancreas e tecido adiposo. Fonte: Adaptada de Gao et al.
(2021).

A placenta produz o hormonio lactogénio placentario humano (HPL), que possui uma
estrutura analoga ao horménio do crescimento (GH) e niveis crescentes a partir do segundo
trimestre de gravidez, esse nimero pode ultrapassar em até mil vezes as concentra¢des normais

de GH. Adicionalmente, a placenta ainda produz outros horménios, como estrégeno,
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progesterona e prolactina, que blogqueiam e diminuem a sensibilidade a insulina, o que permite
o desenvolvimento do DG (Friesen, 1971; Ryan, 2003).

Apesar dos efeitos metabolicos do hormdnio HPL ainda ndo serem bem definidos,
devido as limitaces presente na literatura ainda serem consideradas substanciais, impedindo
assim conclusdes firmes sobre 0s processos mecanisticos que envolvem o HPL no contexto de
condig¢Bes metabolicas comuns, contudo acredita-se que sua a¢éo € capaz de provocar mudancas
nos receptores de insulina.

As seguintes variagdes moleculares parecem estar relacionadas a diminuicdo da
captacdo de glicose pelos tecidos periféricos: 1) diminuicao da fosforilacdo da tirosina quinase;
2) remodelamento do substrato 1 do receptor de insulina (IRS1) e da fosfatidilinositol 3- cinase
(Figura 3) (Sibiak et al., 2020).
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Figura 3- Os mecanismos da atividade biologica do lactogénio placentario (PL) nas células § pancreaticas.
O HPL liga-se ao receptor de prolactina (PRL Receptor) para promover o aumento e a maturacao das células B, e
estimular a secre¢do de insulina através da expressao pancreatica do fator promotor de insulina 1 (PDX1). O HPL
também ativa a vias da proteina tirosina-cinase (JAK2) e do transdutor de sinal e ativador de transcri¢do 5
(STATS), e a fosforilagdo da proteina tirosina cinase, para proteger as células B da apoptose. Independentemente
dos mecanismo supracitados, o HPL contribui para 0 aumento da expressdo da proteina anti-apoptotica BCL-X.
Fonte: Adaptado de Sibiak et al. (2020).

Niveis elevados da demanda de glicose materna atravessam a placenta gerando uma

hiperglicemia fetal, e as células B pancreaticas ampliam sua funcdo em resposta a essa
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hiperglicemia, um mecanismo compensatorio frente ao aumento da RI para manter os
parametros normoglicémicos (Lain; Catalano, 2007).

A hiperglicemia materna tem sido relacionada a macrossomia fetal, e ainda, os filhos
de mées diabéticas possuem uma incidéncia elevada de complica¢des perinatais e um aumento
do risco de obesidade de DM2 na vida adulta (Harmancioglu; Kabaran, 2023). Em modelos
experimentais de DG, observou-se uma restricdo de crescimento intrauterino, causada pela
hiperglicemia materna, e aumento da secre¢do de insulina e a hiperestimulagdo das células B
pancreaticas durante a vida fetal resultando em um quadro de hipoinsulinemia fetal devido a
exaustdo das células B pancreaticas, estabelecendo um crescimento fetal restrito (Holemans et
al., 2003; Rudge; Calderon, 2006).

Além dessa restricdo de crescimento intrauterino, causada por hiperglicemia materna
associada ao aumento da secrecdo de insulina e a hiperestimulacdo das células B excretoras; a
alta vascularizacao da placenta e a coexisténcia do diabetes podem afetar a estrutura e funcéo
placentaria, aumentando a incidéncia de complicacgdes fetais (Gauster et al., 2012).

O DG esta intimamente ligado aos principios das Origens Desenvolvimentistas da
Salde e da Doenca (DOHaD), pois filhos nascidos de maes com DG apresentam maior
suscetibilidade de manifestar disturbios metabdlicos na vida adulta, dentre os quais,
hipoglicemia, doengas cardiovasculares, obesidade e DM2. Essas associag0es sugerem que a
exposicdo ao DG durante a vida intrauterina pode ter um impacto duradouro na salde
metabdlica da mée e do feto, aumentando o risco de doengas metabolicas futuras (Desisto et
al., 2014; Brawerman; Dolinsky, 2018).

E, assim como o DG, o DM2 também estd associado ao aumento de morbidades
materno-fetais, 0 mau controle metabodlico durante o periodo da organogénese é o principal
fator predisponente das complicacdes causadas por essa patologia, principalmente
malformacdes (Fernandes et al., 2012). Porém, mesmo ja sendo bem estabelecida tal relacao,
ainda se testemunha um alto nivel de morbimortalidade associada tanto ao DM2, quanto ao DG,
pelos seus desfechos negativos visualizados a longo prazo (Ghassibe-Sabbagh et al., 2019). E
diante da relevancia do tema, o proximo tdpico visa esclarecer a fisiopatologia do DM2 e suas
principais complicacdes, sejam elas relacionadas a obesidade e habitos alimentares ou herdadas

da maternidade durante o DG.

2.3. Diabetes Mellitus tipo 2
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O DM2 é uma condicdo metabolica caracterizada por RI, disfungdo das células
pancredticas, aumentando os niveis glicémicos (Rodacki et al., 2022). A OMS estima que, até
0 ano de 2030, havera 366 milhdes de pessoas com diabetes sendo 90% portadores do DM2.

Este crescimento da prevaléncia de diabetes é impulsionado principalmente pelo
aumento da prevaléncia de obesidade e pelo estilo de vida sedentario existente na sociedade
moderna. O acesso a uma abundancia de alimentos ricos em carboidratos deu origem a uma
pandemia global de distarbios atribuidos ao metabolismo dos carboidratos e dos lipidios
regulados pela insulina. Este disturbio metabolico pode se tornar aparente em doencas
etiologicamente relacionadas, como SM, obesidade, DM2 e DHGNA (De Oliveira; Dos Santos
Torres, 2021).

A fisiopatologia do DM2 é complexa e multifatorial envolvendo varios 6rgaos e
sistemas do corpo. Um dos pilares fundamentais do DM2 é a RI que afeta as células,
principalmente dos masculos, figado e tecido adiposo, onde a resposta a insulina, hormonio
anabdlico, é reduzida, isto significa que estas células tém dificuldade em captar e utilizar a
glicose circulante no sangue, resultando em niveis elevados de hiperglicemia (Rodacki et al.,
2022).

A insulina ¢ um hormoénio anabodlico produzido e secretado pelas células B —
pancredticas, sua sintese é estimulada por glicose, aminoécidos e lipideos, este processo
envolve diversos mecanismos de vias de sinalizagdo. Estas vias de sinalizagdo nédo séo
sensibilizadas apenas pela interacdo da glicose, mas também por meio da acdo de
neurotransmissores, como acetilcolina e hormonios, glucagon e melatonina (Montenegro Jr et
al., 2016).

No DM2, as vias de sinalizagdo da insulina podem sofrer alteracdes significativas,
resultando tanto na RI, quanto na disfun¢do normal do metabolismo da glicose, metabolismo
lipidico e até mesmo sintese proteica e degradacdo muscular. As mudancas observadas nas vias
de sinalizacdo da insulina no DM2 incluem, reducéo na resposta celular dos tecidos, hepético,
muscular e tecido adiposo a insulina, levando a menor captacdo de glicose pelas células e,
consequentemente um quadro de hiperglicemia (Bueno, 2023).

A desregulacdo da fosforilacdo dos substratos do receptor de insulina (IRS),
interrompem a transmissdo adequada do sinal intracelular da insulina. Reducdo da via
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), que leva a diminuicdo da capacidade de PI3K em gerar
fosfatidilinositol 3-4-5-trifosfato (PIP3), afetando a sinalizacdo subsequente da insulina.
Reducdo na ativacdo da proteina Akt (PKB), uma enzima chave na via de sinalizacdo da

insulina, e esta reducao pode prejudicar a translocacao do transportador de glicose GLUT4 para



18

a membrana celular, resultando em menor captacdo de glicose para as células, bem como o
aumento da producdo de hepatica de glicose (gliconeogénese) (Carvalheira et al., 2002).

Além deste aumento da producdo de glicose hepatica, 0 aumento do tecido adiposo
abdominal induz a uma elevacao dos acidos graxos livres para o figado através da veia porta;
consequentemente, agrava a resisténcia hepética a insulina, bem como a liberacéo de citocinas
pré-inflamatorias através da veia porta para o figado, (Ferrari et al., 2019).

Estudos sugerem que a relacdo da Rl e o papel do processo inflamatério crénico neste
cenario ndo podem ser descartados. Geralmente a RI € induzida pela obesidade, cuja elucidacdo
remonta a década de 1990. Nesta época, estudos avaliaram a associacdo da Rl a marcadores
inflamatorios classicos como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e foi mostrado que
adipocitos tratados com TNF-a apresentavam prejuizo na sinalizagdo insulinica. Essa resposta
foi associada, principalmente, com reducdo na transcricdo de IRS-1 e GLUT4 (Ferrari et al.,
2019).

Citocinas pré-inflamatdrias, como o0 TNF-a, podem levar a ativagao da enzima c-Jun N-
terminal cinase (JNK), que atua como um determinante critico da inflamacdo associada a
obesidade e RI, (Solinas; Becattini, 2017) ativando serina ou treonina cinases e desta forma
reduzindo a sinalizacdo da insulina por fosforilagcdo de proteinas em residuos de serina ou
treonina (Hameed et al., 2015). Além disso, a ativacdo desta enzima esta relacionada com vias
de sinalizagdo que ativam o fator nuclear kappa B (NF-kB) que, por sua vez, estimula a
producdo de diversas citocinas pré-inflamatorias (Ferrari et al., 2019). Contudo, a ativacdo de
JNK também promove a ativacdo do NF-xB em ilhotas pancreaticas, levando a sua disfun¢ao.
Desta forma, € iniciado um ciclo vicioso de disfungdo das células B induzida por inflamagao,
que retroalimenta o processo inflamatério cronico (Agrawal; Kant, 2014).

No DM2 a capacidade do figado em produzir glicose ¢ aumentada, mesmo na presenca
de insulina, resultando no aumento da exportacéo de triglicerideos e VLDL oriundo do excesso
de &cidos graxos livres circulantes , este aumento de acidos graxos livres circulantes, bem como
outros ligantes como lipopolissacarideos bacterianos, sdo capazes de ativar proteinas
transmembranares, denominadas receptores do tipo Toll 4 (TLR4), que desencadeiam uma série
de vias inflamatorias, reduzindo a captacdo da glicose pela sinalizacdo insulinica (Song et al.,
2006). Este é um processo denominado de inflamagdo metabdlica (Jin; Flavell, 2013). O TLR4
é altamente expresso nas células, incluindo o tecido adiposo. No desenvolvimento da obesidade
ocorre infiltracdo de maior nimero de células imunes neste tecido, particularmente macréfagos,
e estes apresentam aumento de expressdo de TLR4 (Watanabe et al., 2013). Ao se ligarem aos

receptores TLR4, os acidos graxos livres ativam a JNK e a cinase do inibidor do fator de
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transcricdo NF-«xB, IkB cinase (IKK), (Kim, Sears, 2010) enzimas das quais os IRS-1 s&o alvos,
levando a interferéncia na fosforilagdo em residuos de tirosina e subsequente reducdo na
translocacdo do GLUT4 (Guo, 2014)

A ativacdo da IKK promove a fosforilagio da IKKP, induzindo a degradacdo
proteassomal de IKKB e ativando o NF-kB. Essa degradagdo da IKKP promove, por
conseguinte, a transcricdo génica de mediadores inflamatorios, como 0 TNF-a ¢ interleucina-6
(IL-6) (Barma et al., 2009). Ademais, a IKK promove a fosforilagdo em residuos de serina do
IR e dos substratos dos IRS-1e IRS-2, o que reduz o sinal da insulina em diferentes tecidos.

Em sintese, a disfuncdo nas vias de sinalizacdo da insulina devido & Rl no DM2 possui
diversos processos metabolicos e fisiolégicos no corpo, levando a deterioracdo da resposta
natural dos tecidos a acdo da insulina e ativando citocinas pro-inflamatorias que contribuem
para a complexidade das complica¢Ges metabolicas e neuroldgicas associadas ao DM2 (Barma
et al., 2009).

2.3.1 Alteragdes metabolicas e neurologicas associadas ao DM2

Como foi supracitado no topico anterior, 0 DM2 é definido pela resisténcia periférica a insulina
enddgena levando eventualmente a uma falha da secrecéo insulinica por esgotamento de células
B pancreaticas na fase mais avancada da doenca. Essa resisténcia periférica a insulina endégena
é caracterizada pela reducéo da atividade da insulina na captacdo de glicose pelas células-alvo,
devido a menor atividade dos receptores de insulina, levando a ineficiéncia na translocacédo da
proteina transportadora especifica para glicose, GLUT-1. Como consequéncia, ha reducéo na
resposta dos tecidos periféricos, compensacdo do aumento da gliconeogénese e cetogénese e
maior ocorréncia de problemas metabdlicos e neurolégicos (Ferrari et al., 2019). As principais
complicacdes envolvem a formacdo de produtos finais da glicacdo avancada (advanced
glycation end-products - AGEs) com liberacdo das citocinas e fatores de crescimento pro-
inflamatdrios; geracdo de ROS nas células endoteliais; atividade pré-coagulante nas células
endoteliais; proliferacdo das células musculares lisas vasculares e sintese da matriz extracelular;
e lesdo vascular (Ferrari et al., 2019)

Um dos importantes fatores de riscos associados ao DM2 e a Rl é a Doenca Hepatica
Gordurosa N&o Alcodlica (DHGNA), um amplo espectro de alteracdes hepaticas, desde o
acumulo isolado de gordura (esteatose), até situacdes em que se associa infiltrado inflamatorio
lobular e balonizacdo (esteatohepatite ndo alcodlica, EHNA), com potencial para fibrose
progressiva, cirrose e suas complicacdes, como o carcinoma hepatocelular. De acordo com a

Associacdo Europeia para o Estudo do Figado (EASL); Associacdo Europeia para o Estudo da
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Diabetes (EASD); Associacdo Europeia para o Estudo da Obesidade (EASO), o diagndstico
médico é realizado a partir de evidéncias em exames de imagem ou histologia, com mais de 5%
de esteatose presente nos hepatocitos, sem proeminéncia de causas secundarias, como alcool e
hepatite viral (De Oliveira; Dos Santos Torres, 2021).

A prevaléncia mundial de DHGNA chega a 25%, sendo considerada a doenca hepética
mais comum no mundo (Maurice; Manousou, 2018). A prevaléncia da DHGNA aumenta para
45 a 75% nos diabéticos e 95% nos pacientes obesos (Younossi, Z. et al., 2019; Younossi, Z.
M. etal., 2021). Tendo como base estudos populacionais, de acordo com o género, a prevaléncia
da doenca é de aproximadamente 30 a 40% em homens e 15 a 20% em mulheres (Browning et
al., 2004; Byrne; Targher, 2015).

A DHGNA como uma doenca multifatorial, pode ser desenvolvida pela interacao entre
fatores genéticos, dietéticos e ambientais que desencadeiam RI nos tecidos adiposos, lipolise e
disfuncdo no adipdcito, levando um aumento no fornecimento de &cidos graxos livres (AGL)
para o figado, ocasionando acumulo de triglicerideos (TG) no figado e de metabdlitos
lipotdxicos, responsaveis por efeitos adversos, como: disfuncdo mitocondrial e estresse
oxidativo (Cano et al., 2021) . Esclarecendo em outras palavras, estas lesdes nos hepatocitos
possam ser constituidas de percursores de triglicerideos tdxicos ou de seus subprodutos
metabolicos (Mana, 2021; Zhu, B. et al., 2021).

Adiposidade visceral, presencga de sindrome metabolica, RI, desequilibrio na regulagéo
dos lipidios, mudancas na composicdo da microbiota intestinal e perturbacGes nos padrdes
circadianos, podem desencadear processos inflamatorios e aumentar a exposicao do figado a
citocinas, subprodutos intestinais e outros agentes inflamatorios, promovendo o acimulo de
gordura nos hepatécitos que pode resultar em estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico
devido a lipotoxicidade (Mana, 2021).

Em dado momento em que os mecanismos para lidar com essas tensdes ficam
sobrecarregados, 0s hepatécitos sofrem lesdes e apoptose, desencadeando a liberacdo de
mediadores que estimulam a proliferacdo celular necessaria para reparar as lesdes hepaticas.
Tal processo envolve células imunes, células endoteliais dos sinuséides hepaticos, células
estreladas hepaticas e células ductais. O recrutamento e ativacdo dessas células desencadeiam
uma cascata inflamatoria que desempenha um papel crucial na reparacao tecidual, remodelacéo
vascular, fibrogénese e na proliferacdo de células epiteliais imaturas no figado, contribuindo
para o inicio e a instauracdo do processo inflamatério (Zhu, B. et al., 2021).
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Essas adaptacOes podem inadvertidamente aumentar a suscetibilidade a outros
estimulos estressores ou podem ser insuficientes para interromper as sequéncias de sinalizacao,
0 que agrava o processo de morte celular (Mana, 2021; Zhu, B. et al., 2021).

Os hepat6citos lesionados desencadeiam respostas regenerativas que envolvem a
proliferacdo de miofibroblastos, células do sistema imunoldgico e células progenitoras,
processos que ndo sdo observados em figados saudaveis (Rangwala et al., 2011; Guy et al.,
2015; Zhu, B. et al., 2021). Ao longo do tempo, essas respostas regenerativas conduzem a
formacao de cicatrizes, que podem progredir para cirrose hepatica e perpetuar o estimulo para
desenvolvimento de neoplasias, aumentando assim, o risco de carcinoma hepatocelular (Angulo
et al., 2015). Desta maneira, a DHGNA é o resultado da soma das respostas a lesdo e aos
processos de reparacao desencadeados pela lipotoxicidade (Zhu, B. et al., 2021).

Outros fatores de risco associados ao diabetes tém sido relacionados também, em
varios estudos observacionais, ao desenvolvimento de deméncia, como Finnish Geriatric
Intervention Study to Prevent Cognitive Impairment and Disability, (o estudo FINGER) que
possui como objetivo conhecer os fatores de risco associados ao estilo de vida que pudessem
predispor ao declinio cognitivo da populacdo em geral. Em adicdo, dados epidemiol6gicos
sugerem relacdo entre a Doenca de Alzheimer (DA) e 0 DM2, embora 0s supostos mecanismos
comuns dessa inter-relacdo sejam obscuros (Da Silva et al., 2021).

Evidéncias demonstram que ha uma tendéncia mundial no surgimento de deméncia,
principalmente DA esporadica, relacionado ao comprometimento cardiovascular, sendo o DM
um dos principais fatores de risco, chegando-se a uma linha de proposicdo em que a DA seria
considerada como o diabetes mellitus tipo 3 (DM3), devido a sua similaridade em relagdo as
anomalias histopatoldgicas, moleculares e bioquimicas. E interessante ressaltar que em alguns
trabalhos ha a referéncia ao termo DM3, relativo a uma forma de diabetes presente na DA (De
La Monte; Wands, 2008).

A fisiopatologia da DA ndo esta totalmente esclarecida, contudo a teoria da cascata de
amiloide em que a proteina amiloide (APP) ¢é sequencialmente clivada pelas enzimas 3 e y
secretases, resulta na producdo de peptideos beta-amiloide (Ap). Na DA ocorre progressivo
desenvolvimento de agregados fibrilares de Ap de tamanho varidvel em 42 aminoacidos e se
depositam e formam as placas senis (PS) e neuriticas (PN) no intersticio cerebral, e ha formacao
de emaranhados neurofibrilares (ENF) compostos de proteina Tau hiperfosforilada agregadas
nos microtubulos dos neurénios (Da Silva et al., 2021).

Fisiologicamente, os neurdnios sdo incapazes de sintetizar ou armazenar glicose e sao

dependentes de seu transporte através da barreira hematoencefalica, sendo mediado por
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transportadores do tipo GLUT 1, 3 e 4 (Devraj etal., 2011). No Sistema Nervoso Central (SNC),
a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e 2 (IGF2) desempenham
funcbes cruciais na regulacdo e manutencdo da funcdo cognitiva. Esses hormdnios tém
receptores presentes nos neurdnios e nas células gliais. Em doencas neurodegenerativas, como
a DA, é comum encontrar niveis elevados desses hormdnios, possivelmente como uma resposta
compensatdria a resisténcia (De La Monte; Wands, 2008). Quando o receptor neuronal de
insulina € inibido, ocorrem sérias alteraces no metabolismo oxidativo, acompanhadas por
distarbios comportamentais, tais como, ansiedade e déficit cognitivo (Hoyer, 2004).

A enzima glicogénio-sintase-quinase 3 (GSK3) regula o metabolismo da glicose
controlando a ativacdo e inativacdo da enzima glicogénio sintase. A isoforma GSK3p,
altamente expressa no SNC, é regulada principalmente pela acdo da insulina, que a inativa. Em
situacOes de RI, a GSK3 é ativada, favorecendo a fosforilacdo da proteina tau e a clivagem
amiloidogénica da APP (Hoyer, 2004; Correia et al., 2012). A resisténcia ou deficiéncia de
insulina pode levar ao aumento da producdo de AP e induzir danos mitocondriais devido ao
estresse oxidativo (Li, X. et al., 2015).

No cérebro, a insulina desempenha um papel fundamental no aprendizado e na
memoria (Formiga et al., 2015). O aumento significativo da insulina periférica reflete
diretamente em um aumento da insulina no SNC. No entanto em casos de hiperinsulinemia
cronica, os receptores de insulina podem ser regulados negativamente, afetando sua utilizacdo
cerebral (Arsa et al., 2009). Em condi¢6es normais, a Ap ¢ degradado pela enzima degradadora
de insulina (EDI). A EDI é importante para decompor o excesso do peptideo AP e na DA, esta
enzima ndo esta funcionando de forma eficiente, o que contribui para o aumento dos niveis de
peptideo AP. Pacientes que possuem DA e DM2 tendem a ter predisposi¢cdo genética a
diminuicdo da EDI e, muitas vezes, apresentam hiperinsulinemia crdnica ocasionada pela RI.
Assim, a competicdo entre AP e insulina pela enzima EDI culminam na diminui¢ao da
capacidade de degradacdo e, consequentemente ao acimulo de AP levando a neurodegeneragéo
(Li, X. et al., 2015; Schilling, 2016).

2.3 Modelos experimentais

Os modelos experimentais na pesquisa cientifica sdo representacdes simplificadas e
controladas de eventos passados ou presentes, visando capturar aspectos especificos da
realidade. Esses modelos sdo construidos com base em validagbes anteriores e devem ser

precisos em sua representa(;éo, a0 mesmo tempo em que reconhecem e demonstram claramente
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suas limitagdes em relacdo a complexidade do fendmeno real que estdo tentando reproduzir
(Hochman et al., 2004; Ferreira et al., 2005).

O modelo experimental utilizado nesta pesquisa € 0 modelo de animal, conhecido por
desempenhar um papel fundamental em diversas areas da pesquisa bioldgica. Este modelo é
selecionado com base na semelhanca dos mecanismos patolégicos com os encontrados em
doengas humanas, permitindo que sirvam como representagdes dessas condi¢fes (Hochman et
al., 2004).

Cabe salientar, que a eficacia de um modelo animal, é crucial que possibilite a
investigacdo de fendmenos bioldgicos, sejam eles naturais, induzidos ou comportamentais, e
gue esses sejam comparaveis aos observados em humanos. Anteriormente, 0s animais de
laboratério eram utilizados sem considerar a importancia de sua condicdo sanitaria e genética.
Contudo, com o avanco cientifico, surgiu a necessidade de condic¢des especificas para esses
animais, resultando na criacdo da "Ciéncia em animais de laboratério". Atualmente, os
pesquisadores demandam que os animais estejam em condigOes ideais e mantenham um
ambiente controlado para garantir a consisténcia e qualidade dos resultados experimentais, uma
vez que sdo considerados como componentes bioldgicos ativos e as condicdes especificas de
cada espécie podem impactar nos resultados dos experimentos (Hochman et al., 2004; Ferreira
et al., 2005).

Em nosso estudo, o0 modelo experimental em animais utilizado foi o modelo induzido
que se trata de um modelo no qual o animal é submetido a um procedimento capaz de provocar
uma morbidade, com a finalidade de se realizar um procedimento experimental. Ainda, este
procedimento pode ser de natureza clinica ou cirurgica, classificando os animais em “modelo
clinico induzido” ou “modelo cirtrgico induzido”, respectivamente. O modelo experimental
induzido permite a livre escolha de espécies. Um exemplo de “modelo clinico induzido” é o
uso da aloxana (ALX) substancia capaz de provocar hiperglicemia permanente em varias
espécies de roedores. Dessa forma, é possivel desenvolver um estado diabético que permite,
por exemplo, o estudo das complicacdes sistémicas do diabetes e possiveis modalidades de
tratamentos (Carvalho et al., 2003).

O estudo do diabetes utilizando modelos experimentais € essencial para a compreensao
dos mecanismos fisiopatologicos da doenca. Em roedores, além do uso da ALX, o modelo de
administracdo de Estreptozotocina (STZ) também € muito utilizado (Al-Watban; Andres,
2006), por ser um agente beta-citotoxico, utilizado no tratamento de tumores carcinoides e

enddcrinos do pancreas, atua por meio da diminuicdo da acdo da adenina nicotinamida das
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células B-pancredticas, inibindo a sintese de DNA, consequentemente, bloqueando de forma
irreversivel a producdo de insulina (Carvalho et al., 2003).

Dependendo da dose de aplicacdo a STZ pode ocasionar hiperglicemia grave ou
moderada, induzindo o DM em animais, semelhante ao DM1 ou DM2 em humanos (Carvalho
et al., 2003). Modelos de hiperglicemia moderada, com glicemia entre 120 a 300 mg/dl,
reproduzem o quadro glicémico mais comumente identificado em pacientes diabéticos (Kiss et
al., 2012), sendo entdo um bom modelo para estudo das repercussdes da hiperglicemia durante
a gestacao (Jawerbaum; White, 2017).

Os protocolos para a indugéo do DG pela STZ podem variar com doses entre 30 e 135
mg/Kg para administracdo por via intraperitoneal; entre 15 e 65 mg/Kg para via intravenosa e
na dose de 45 mg/Kg para via subcutanea. O tampdo utilizado para diluicdo da STZ, e os dias
de gestacéo para a inducdo do DG-STZ, variam do 1° ao 13° dia ap0s a confirmacdo da prenhes
(Maschio et al., 2017).

Dentre as complica¢Ges ocasionadas pelo DG induzidos por STZ em modelos
experimentais, apresentam-se o alargamento placentario sendo fortemente alterado, levando a
uma diminuicdo consideravel nos indices de apoptose e proliferacdo (Zakaria et al., 2001),
mecanismos estes que desempenham papel importante na funcéo placentaria, como maturacédo
e liberacdo da placenta, o que compromete a sua funcdo, levando ao estresse fetal,
anormalidades no desenvolvimento e ao aborto (Facciotti et al., 2009).

Estudos evidenciam que estes resultados estdo conectados ao modelo farmacolégico
classico da inducdo do diabetes com uso de drogas diabetogénicas, aloxana (ALX) e
estreptozotocina (STZ), que levam a uma ablagdo completa ou parcial das células § pancreaticas
e deficiéncia de insulina, ao invés de somente gerar uma RI (Caluwaerts et al., 2003). O que
pode explicar o fenbmeno do catabolismo decorrente do estado de hipoinsulinemia em que ha
uma reducdo da acdo da lipoproteina lipase nos musculos e tecido adiposo gerando uma
diminuicdo do peso corporal nas ratas, mesmo sem haver mudancgas notaveis na ingestdo de
alimentos, o que ndo decorre no DG em humanos (Abdul Aziz et al., 2016).

Outras pesquisas com modelos animais de ratas diabéticas estabelecidas por meio da
droga farmacoldgica, estreptozotocina, foi observado que os efeitos toxicos direto no pancreas
nas células B-ilhotas, ocasionou uma hiperglicemia intrauterina grave induzindo a hipertrofia
de ilhotas fetais e superestimulacdo das células B fetais. Os resultados, concluiram que, a
hipoinsulinemia gera uma restri¢do do crescimento fetal, e o feto abaixo do peso, desenvolvera
uma RI quando adulto (Van Assche et al., 2001). Outro estudo estabeleceu com sucesso um

modelo de rato para simular a descendéncia com alto peso ao nascer de diabetes materno
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induzida por uma Unica dose baixa de estreptozotocina. Porventura os dois estudos contribuiram
com a ideia de que condi¢des adversas do ambiente no inicio da vida podem induzir a resisténcia

insulina ou disfungdo das células B na prole (Queiroz, 2020).



26

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Investigar o desenvolvimento de alteragdes metabolicas e comportamentais

tardios em ratos adultos expostos no periodo intrauterino e neonatal ao DG.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o desenvolvimento de alteragdes metabdlicas e comportamentais em prole de

ratas com DG;

e Investigar o desenvolvimento de alteragdes metabolicas e comportamentais herdadas

intergeracionalmente na prole saudavel de médes com DG;

e Comparar os impactos metabdlico e comportamental tardios do DG com danos relacio-

nados ao DM2 induzido na vida adulta.
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4. JUSTIFICATIVA

Evidéncias apontam que a hiperglicemia materna no periodo gestacional ¢ responsavel
por causar mudangas no ambiente intrauterino, gerando alteragcdes epigenéticas que irdo
intergeracionalmente programar o metabolismo do descendente. Esta programacdo sera
determinante para o desenvolvimento precoce e o agravamento de doengas cronicas ndo
transmissiveis como cancer, obesidade e DM2 no individuo (Ma et al., 2015).

Apesar do conhecimento desta programacgdo metabodlica associada ao DG estar bem
consolidado, pouco se sabe sobre os efeitos desta programac¢do em nivel neural e os mecanismos
moleculares envolvidos nessa interagao, ¢ de maneira ainda mais desconhecida é como essa
programacao intrauterina interage com insultos metabolicos na vida adulta do individuo.

Desta forma, nosso estudo busca investigar os efeitos transgeracionais metabdlicos e
neurologicos em roedores expostos ao ambiente intrauterino e neonatal do DG, bem como

descobrir possiveis vias mecanisticas envolvidas nesta interagao.
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5. METODOLOGIA

5.1. Desenho experimental

Inicialmente, casais de ratos nuliparos da linhagem Wistar (n=16 casais; 12 semanas
de idade; + 350g) foram acondicionados para acasalamento Unico e monogamico. Os cruza-
mentos foram realizados segundo o esquema de criagéo rotativa simples, de modo a garantir a
variabilidade genética entre os animais gerados e evitar consanguinidade (Bothe, 2010). O di-
agnostico de prenhez foi realizado através do acompanhamento do ganho de peso corporal e de
esfregacgos de lavados vaginais para constatagdo da presenca de espermatozoides.

As ratas prenhas (n=16) foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos experimen-
tais: grupo controle (CTR; n=6), alimentadas com agua e racéo padrdo; e grupo diabético ges-
tacional (DG; n=10), que recebeu no 13° dia de prenhez uma dose Unica de STZ para inducéo
de DG.

Para avaliacdo do sucesso de indugdo do DG nas maes, 3 dias ap0s a administracéo de
STZ foi aferida a glicemia de jejum em glicosimetro através de aliquotas de sangue periférico
coletadas da veia caudal. Apds o desmame, as fémeas foram separadas da prole, submetidas ao
teste de tolerancia a glicose e, por fim, foram eutanasiadas para coleta de sangue, que foi utili-
zado para determinac@es bioguimicas finais (lipidograma e RI).

Um dia ap6s o nascimento da prole, ajustou-se a ninhada para 8 filhotes afim de ga-
rantir nutricdo adequada para os filhotes, buscando preferencialmente 6 machos e 2 fémeas e
foi contabilizado o nimero de nascidos, peso dos filhotes e sua glicemia. Foram incluidos no
estudo, filhotes com peso entre 6 e 8 gramas. Ap6s o desmame (21° de vida), os machos da
prole foram separados em trés grupos seguindo 0s grupos maternos:

e Grupo CTR (n=7), composto por filhotes de mées ndo diabéticas que receberam dois bebe-
douros com agua filtrada;

e Grupo DM2 (n=7), composto por filhotes de mées ndo diabéticas que, a partir da 6% semana
de vida, receberam um bebedouro com agua filtrada e outro com solucédo de sacarose 40%
(SS40; acticar Unido®) para indugio de DM2;

e Grupo DG (n=7), composto por filhotes de maes diabéticas que receberam dois bebedouros
com &gua filtrada;

Os 3 grupos seguiram sem sofrer intervencgdes até a 6% semana de vida, quando o grupo
DM2 passou a receber a SS40. A partir deste periodo, todos os animais foram semanalmente

pesados por mais 12 semanas, totalizando 18 semanas de vida.
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Na semana anterior & eutanasia, todos animais foram submetidos aos testes de toleran-
cia a glicose e aos testes comportamentais do campo aberto, reconhecimento de objetos e labi-
rinto aquatico, que avaliam ansiedade, memoria episodica e memoria espacial, respectivamente.
Por fim, na 18?2 semana de vida, os animais foram submetidos a jejum (8 horas), anestesiados,
laparotomizados para coleta de sangue, coxins adiposos retroperitoneal, periepididimal e me-
sentérico e figado. O tecido adiposo foi utilizado para avaliagdo morfométrica, o sangue para
dosagens bioguimicas finais (glicemia de jejum, lipidograma, atividade de enzimas hepaticas e
RI) e o figado para avaliacdo morfométrica e histopatoldgica.

O desenho experimental encontra-se esquematizado abaixo na figura 04.

Fase 1: Acasalamento e Fase 2: Distribuicio da prole Fase 3: Avaliagdo metabdlica e
inducdo de DG . ¢ P : comportamental
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Figura 4- Esquema do desenho experimental.
Fonte: AUTORA (2023).

Todos os animais foram mantidos no Biotério Setorial do prédio de Pés-Graduacédo do
CCBS/UFMA em gaiolas de polietileno forradas com maravalha, enriquecimento ambiental
(com algodéo e rolo de papel higiénico), em ambiente controlado (22 + 2 °C; 60% de umidade,
exaustdo e ciclo claro/escuro de 12 horas), maximo de 3 animais/gaiola para prevenir o estresse

ou alteragdo do bem estar animal, e livre acesso a ragdo (Nuvital, Nuvilab®), dgua e/ou SS40.
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Todos os protocolos experimentais se encontram aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de
Animais (CEUA-UFMA) sob registro n® 23115.000747/2022-90.

5.2. Inducéo do diabetes gestacional

Para inducéo do DG, foi administrado nas ratas prenhas (13° dia de gestagdo) uma dose
tnica de estreptozotocina 40 mg/Kg por via intraperitoneal (Sigma-Aldrich®; tamp3o citrato;
pH 4,5) apos jejum de 12 horas. Imediatamente ap6s a aplicacdo, as ratas foram alimentadas
normalmente. Foram mantidas no experimento, ratas que apresentaram niveis glicémicos em

jejum (8h) superiores a 200 mg/dL ap6s 3 dias de inducdo (Huerta-Cervantes et al., 2020).

5.3. Avaliacao da obesidade

O desenvolvimento de obesidade foi determinado pelo calculo do indice de Lee dado
pelo quociente da raiz cubica do peso corporal (g), pelo comprimento naso-anal (cm)
(Bernardis; Patterson, 1968).

5.4 Dosagens bioquimicas

Para a determinacdo da glicemia de jejum foram coletadas aliquotas de sangue da veia
caudal dos animais apds jejum de 8 horas e analisadas em glicosimetro Accu-chek Active®
(Roche). O sangue coletado na eutanasia foi submetido a processo de coagulacéo e centrifuga-
¢ao (3500 rpm, 10 min) para obtencdo do soro, o qual foi utilizado para determinacao dos niveis
de triglicerideos e colesterol total e atividade das enzimas hepéticas alanina e aspartato amino-

transferase (ALT e AST) por métodos colorimétricos usando kits laboratoriais (Labtest®).

5.5 Avaliacéo da tolerancia a glicose e resisténcia a insulina

Para o teste de tolerancia a glicose (GTT), os animais foram submetidos a 8 horas de
jejum antes da administracdo de glicose 2g/kg por via intraperitoneal. O sangue foi coletado
por secdo na cauda imediatamente antes (tempo 0) e ap6s o bolus de glicose nos tempos 15, 30,
60 e 120 minutos para afericdo da glicemia como descrito no topico anterior. Os dados foram
expressos pela area sob a curva glicémica (AUC) (Flister, K. F. T. et al., 2018).

O grau de RI foi avaliado pelo calculo do indice TyG [Ln [(glicemia de jejum (mg /

dL) x triglicerideos de jejum (mg/ dL)) x 21] (Guerrero-Romero et al., 2010).
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5.6. Testes comportamentais
5.6.1 Campo aberto

Para avaliacdo de comportamento de ansiedade e atividade exploratoria, 0s animais
foram submetidos ao teste do campo aberto, onde foram colocados individualmente no centro
de uma arena circular (140 cm?) com paredes de acrilico transparente dividida em 9 quadrantes
pelo periodo de 5 minutos. Foi contabilizado o nimero total de quadrantes percorridos pelo
animal no campo e a frequéncia de entradas nos quadrantes centrais da arena como é mostrado
na figura 5 (Hall; Ballachey, 1932).

Campo aberto

Atividade exploratéria

Figura 5 - Campo Aberto
Fonte: Adaptado de Hall; Ballacgey, 1932.
5.6.2 Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado em trés etapas: 1) habituacéo; 2)
familiarizagéo; e 3) teste propriamente dito. Durante a habituagdo os animais foram inseridos
individualmente em uma caixa - idéntica a utilizada nas etapas posteriores - e mantidos para
livre exploracdo por 5 minutos. Apds 24 horas, 0s animais foram submetidos a familiarizacéo,
onde foram introduzidos individualmente no centro da caixa com a insercéo de dois objetos
idénticos localizados em quadrantes opostos. Permitiu-se a livre exploracdo dos objetos por 5
minutos e foi contabilizado o tempo de exploracao de ambos objetos. Apos 1 hora iniciou-se a

fase 3 onde um dos objetos foi substituido por um de forma diferente. Os animais foram nova-
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mente inseridos na caixa, onde permaneceram por 5 minutos. Nesta etapa também foi contabi-
lizado o tempo de exploracdo de cada objeto. A avaliacdo de memdria episodica foi feita a partir
do tempo gasto pelo animal para explorar o novo objeto em rela¢do ao tempo de exploracdo

total como é mostrado na figura 06 (Ennaceur; Meliani, 1992).

Reconhecimento de objetos
Memoéria episédica

@ Habituagéo @ Familiarizagao

24 horas
Exploragio livre por 5 min Exploragéo livre por 5 min
+  Contabiliza-se o tempo de exploracio para cada

. . objeto
Teste propriamente dito

1 hora apos

—_—

R

Figura 6 - Teste de Reconhecimento de Objetos
Fonte: Adaptado de Ennaceur; Meliani, 1992.

5.6.3 Labirinto aquético

No teste do labirinto aquético, os animais foram inseridos individualmente em uma
piscina circular dividida em quatro quadrantes e com presenca de uma plataforma de escape em
um dos quadrantes. Inicialmente, foi avaliada a capacidade de aprendizado espacial dos animais
a partir do tempo de laténcia para encontrar a plataforma durante 3 dias consecutivos de treino;
e, posteriormente, a plataforma foi retirada e entdo avaliada a capacidade de consolidagéo de
memorias de curta duracdo, a partir do tempo de permanéncia do animal no quadrante que con-

tinha originalmente a plataforma como é mostrado na figura 07 (Morris, 1984).
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Labirinto aqudtico Aprendizagem
Tempo de laténcia
Avalia meméria espacial para encentrar a
plataforma
Duragdio: 3 dias
Q 4 @ Meméria de curta duragio

Mo 47 dia refira-se a plataforma e
contabiliza-se o tempo de
permanéncia do animal no
quadrante que confinha
originalmente a plataforma

Figura 7 - Teste de Labirinto aquatico
Fonte: Adaptado de Morris 1984

5.8. Avaliacao histologica

Apos a coleta, os figados foram pesados, acondicionados em frasco com formol tam-
ponado 10% durante 72 horas para posterior processamento histoldgico tradicional. Em seguida
foram transferidos para frascos com etanol 50% durante 24 horas, etanol 70% por 24 horas,
etanol 90% por 12 horas, etanol 100% por 12 horas, diafanizados em xilol durante 2 horas e
emblocados em parafina, para obtencdo de cortes sequenciais de 5um de espessura, que foram
corados hematoxilina e eosina (H&E) e analisadas pelo NAFLD Activity Score, que define pon-
tuacdes para danos hepaticos: esteatose (0 a 3), inflamacéo lobular e portal (0 a 3) e ballooning
(0 a?2) (Brown, G. T.; Kleiner, 2016).

5.9. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software
Inc., USA) e expressos como média + erro padrdo e submetidos a testes de normalidade (Kol-
mogorov-Smirnov) seguida de testes estatisticos paramétricos (teste t de Student ndo pareado e
bicaudal ou One-Way ANOVA — Newman Keuls). As diferencas foram significativas quando p
<0,05.
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6 RESULTADOS

O crescimento de casos de gestagdes tardias e obesidade materna estdo diretamente
relacionados a expansdo do DG na ultima década. Esta € uma informagdo preocupante, pois a
presenca do DG configura uma situacao obstétrica de alto risco, especialmente pelo fato do DG
favorecer o surgimento de complicagdes para a gestante e para o feto, tais como eclampsia,
polidramnio, distocia de ombro, parto pré-termo, macrossomia fetal e hiperglicemia neonatal
(Johns et al., 2018). Apesar das complicacfes maternas, fetais e neonatais serem bem documen-
tadas, pouco se sabe sobre as repercussdes destas na vida adulta do descendente. Assim, tendo
em vista que a hiperglicemia e RI possuem forte associacdo com o desenvolvimento de
DHGNA e deméncias, buscamos em nosso estudo entender se o ambiente gestacional e neona-
tal adverso proporcionado pelo DG acarretam no desenvolvimento futuro de alteracdes meta-
bolicas e prejuizos neurolégicos.

Nossos resultados demonstraram que a administracdo Unica de STZ na segunda se-
mana de gestacdo foi capaz de induzir uma série de alteracdes metabdlicas nas progenitoras,
com destaque para progressiva perda de peso (p < 0,0001; Figura 5A-B), hiperglicemia severa
(p <0,0001; Figura 5C), intolerancia a glicose (p <0,0001; Figura 5D-E), elevacdo dos niveis
de colesterol total (p <0,05; Figura 5F) e triglicerideos (p <0,0001; Figura 5G) e Rl (p <0,0001;

Figura 5H), demonstrando sucesso na inducgéo de DG nas gestantes.
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Figura 8- Diabetes gestacional nas progenitoras.

A, peso (9); B, area sob a curva (AUC) do peso; C, glicemia em jejum (mg/dL); D, niveis glicémicos no teste de
tolerancia a glicose (GTT; mg/dL); E, AUC do GTT; F, colesterol total (mg/dL); G, triglicerideos (mg/dL); H,
indice de resisténcia a insulina TyG avaliado em ratas controle (CTR; n=6) e com diabetes gestacional (DG; n =
10) no periodo de 5 semanas. Pontos e barras representam a média £ SEM (teste t de Student ndo pareado e bi-
caudal). 2 significa p < 0,05 quando comparado ao CTR.
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Com o sucesso da indugéo de DG nas maes, buscamos avaliar o impacto negativo deste
ambiente uterino adverso sobre caracteristicas neonatais da prole e observamos uma reducédo
da ninhada (p < 0,05; Figura 6A), baixo peso nos neonatos (p < 0,0001; Figura 6B) e elevacéo
dos niveis glicémicos apds o desmame (p < 0,01; Figura 6C) quando comparados a prole CTR.
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Figura 9 - Impacto do diabetes gestacional sobre os neonatos.

A, quantidade de nascidos; B, peso ao nascer (g); C, glicemia em jejum no desmame (mg/dL) avaliado na prole de
ratas controle (CTR) e com diabetes gestacional (DG). Barras representam a média + SEM (teste t de Student ndo
pareado e bicaudal). 2 significa p < 0,05 quando comparado ao CTR.

Com 6 semanas de vida, o grupo CTR foi dividido em 2 grupos, um que continuou
sem intervencgdes (grupo CTR) e outro que passou a receber solucéo de sacarose por 12 semanas
para inducao de diabetes mellitus tipo 2 (grupo DM2). A prole de maes diabéticas (grupo DG)
foi mantida por todo periodo de acompanhamento sem intervencdes. Ao longo de 12 semanas
de acompanhamento, os animais DM2 desenvolveram ganho de peso a partir da 5% semana (p
< 0,01; Figura 7A-B) e obesidade central (p < 0,0001; Figura 7C) com acumulo adiposo retro-
peritoneal (p < 0,0001; Figura 7D), periepididimal (p < 0,0001; Figura 7D) e mesentérico (p <
0,001; Figura 7D). Por outro lado, os animais DG apresentaram manuten¢do do peso baixo do
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nascimento (p < 0,0001; Figura 7A-B), magros (p < 0,05; Figura 7C) e com atrofia adipocitéaria
(p < 0,05; Figura 7D).
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Figura 10 - Altera¢cdes morfométricas induzidas por diabetes mellitus tipo 2 e gestacional.

A, massa corpérea (g); B, AUC da massa corpérea; C, indice de Lee (g%/cm x 1000); D, coxins adiposos (g/100
g de massa corpérea) avaliados em ratos controle (CTR), com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e expostos na vida
intrauterina a diabetes gestacional (DG). Pontos e barras representam a média + SEM (ANOVA Newman Keuls).
arepresenta p < 0,05 em relacdo ao CTR e Prepresenta p < 0,05 em relagio ao DM2.

Mesmo sem o desenvolvimento de obesidade, os animais DG apresentaram uma série
de alteracdes bioquimicas caracteristicas de sindrome metabdlica, tais como hiperglicemia (p <
0,01; Figura 8A), intolerancia a glicose (p < 0,001; Figura 8B-C), hipercolesterolemia (p < 0,05;
Figura 8D), hipertrigliceridemia (p < 0,05; Figura 8E) e resisténcia a insulina (p < 0,05; Figura
8F). Todas estas alteragdes também foram observadas no grupo DM2, no entanto com maior

grau de severidade (Figura 8).
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Figura 11- Alterac6es bioguimicas induzidas por diabetes mellitus tipo 2 e gestacional.

A, glicemia em jejum (mg/dL); B, niveis glicémicos no teste de tolerancia a glicose (GTT; mg/dL); C, AUC do
GTT,; D, colesterol total (mg/dL); E, triglicerideos (mg/dL); F, indice de resisténcia a insulina — TyG avaliados em
ratos controle (CTR), com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e expostos na vida intrauterina a diabetes gestacional
(DG). Pontos e barras representam a média + SEM (ANOVA Newman Keuls). #representa p < 0,05 em relag&o ao
CTR e Prepresenta p < 0,05 em relagdo ao DM2.

Tendo em vista que a prole DG desenvolveu sindrome metabdlica na vida adulta, bus-
camos investigar as repercussfes hepaticas associadas ao quadro. O figado dos animais DG se
apresentou mais pesado (p < 0,05; Figura 9A) e com elevacdo da atividade de AST (p < 0,05;
Figura 9B) e ALT (p < 0,05; Figura 9C), que inferem prejuizos da funcao hepatica. Ademais,
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os hepatocitos dos animais DG apresentaram esteatose microvesicular (p < 0,05), com inflama-
c¢do lobular (p < 0,05) e ballooning, caracterizando o desenvolvimento de uma EHNA. O grupo
DM2 apresentou um figado ainda mais pesado (p < 0,001; Figura 9A), com expressiva elevacdo
de ALT (p < 0,001; Figura 9C) em relacdo ao DG, porém com atividade de AST superior so-
mente ao CTR (p < 0,05; Figura 9B). Os hepatdcitos do grupo DM2 apresentaram maior ex-
pansdo da esteatose (p < 0,01) (Figura 9E), porém sem presenca dos outros achados, o que
caracteriza um quadro menos severo de DHGNA.

Por fim, com o intuito de investigar se as alteracGes metabdlicas acarretaram em pre-
juizos neuroldgicos, os animais foram submetidos a testes comportamentais de avaliagdo de
ansiedade e cognigédo. Os grupos DM2 e DG apresentaram um padréo semelhante nestas avali-
acoes, marcado por reducdo da ambulagdo no campo aberto (p < 0,0001; Figura 8A), 0 que
indica um comportamento de ansiedade; menor exploracdo a objetos na fase de habituacdo do
teste de reconhecimento de objetos (p < 0,0001; Figura 8B) e menor exploracédo ao objeto novo
(p < 0,0001; Figura 8C), o que caracteriza perda de memoria episddica; e maior tempo para
aprender a localizacdo da plataforma no labirinto aquético (p < 0,01; Figura 5D-E) e memorizar
0 seu quadrante de origem (DM2: p < 0,01 e DG: p < 0,0001; Figura 5F), o que caracteriza
déficit de aprendizado e memoria espacial dependente do hipocampo.
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Figura 12 - Danos hepaticos subsequentes ao diabetes mellitus tipo 2 e gestacional.

A, peso relativo do figado (g/100g peso); B, atividade da enzima aspartato aminotransferase (AST; U/L); C, ativi-
dade da enzima alanina aminotransferase ALT; U/L). D-F, Cortes histopatoldgicos representativos corados com
H&E do figado de ratos controle (CTR), com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e expostos na vida intrauterina a
diabetes gestacional (DG). Barras e valores representam a média + SEM (ANOVA Newman Keuls). a representa
p < 0,05 em relagdo ao CTR e b representa p < 0,05 em relagdo ao DM2. Apresentando hepatdcitos com esteatose
microvesicular (setas), veia porta (asterisco), balloning (cabeca de seta) e centro lobular (v).
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Figura 13 - Transtornos comportamentais e cognitivos subsequentes ao diabetes mellitus tipo 2 e gestacio-
nal.

A, nimero de quadrantes centrais, periféricos e totais atravessados no campo aberto; B, tempo de exploragdo de
objetos iguais no teste de reconhecimento de objetos; C, % do tempo de interacdo com o objeto novo no teste de
reconhecimento de objetos; D, tempo para localizar a plataforma ao longo de 3 dias de aprendizado no labirinto
aquatico; E, AUC do aprendizado; F, tempo de permanéncia no quadrante em que antes se encontrava a plataforma
no labirinto aquatico avaliado em de ratos controle (CTR), com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e expostos na vida
intrauterina a diabetes gestacional (DG). Pontos e barras representam a media + SEM (ANOVA Newman Keuls).
3representa p < 0,05 em relacdo ao CTR e Prepresenta p < 0,05 em relagio ao DM2.
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7. DISCUSSAO

O diabetes gestacional (DG) constitui uma das complicagbes médicas mais graves e
comuns durante a gestacdo, sendo responsavel por complicacfes durante a gravidez (e.g.
eclampsia e parto pré-termo), desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas para mae (e.g.
problemas cardiovasculares, obesidade, DM2 e doenga hepatica gordurosa ndo-alcoolica) e pro-
blemas para o feto (e.g. macrossomia fetal e adiposidade) (Pavlovic; Carvajal, 2013; Alesi et
al., 2021).

Tais insultos e suas repercussoes sao alvo de estudo das Origens Desenvolvimentistas
da Saude e da Doenca (do inglés, Developmental Origins of Health and Diseases - DOHaD),
gue hipotetizam que danos durante periodos criticos da vida, como a gestacdo, sdo determinan-
tes para o surgimento futuro de doencgas crdnicas ndo transmissiveis para o individuo (Amadou
et al., 2023). Trabalhos experimentais e clinicos evidenciam que o DG predispde o desenvolvi-
mento de doencas na vida adulta, como hipertenséo arterial e DM2 (Boloker et al., 2002; Yu et
al., 2021; Zhang et al., 2023). Assim, tendo em vista que no DG o feto/neonato € exposto du-
rante a vida uterina e lactacdo a elevados niveis de glicose, buscamos neste estudo avaliar o
impacto destas condi¢des adversas sobre o eixo figado-cérebro em animais adultos filhos de
mées com DG.

Inicialmente, em nosso estudo obtivemos sucesso na indugéo de DG nas progenitoras
que, apos o recebimento de dose Unica de estreptozotocina (STZ) ao final da segunda semana
de gestacdo, apresentaram sintomas tipicos de diabetes melittus gestacional, tais como hipergli-
cemia severa, perda de peso, dislipidemia e RI. Apesar de ndo mensurado, é pressuposto que
nossas ratas também apresentaram hipoinsulinemia, uma caracteristica do modelo de inducéo.

Corroborando nossos dados, estudos com ratas que receberam doses de 40 a 100 mg/kg
de STZ antes e durante a gestacao desenvolveram perda ponderal, hiperglicemia, intolerancia a
glicose, dislipidemias, hiperfagia, polidria, polidipsia e danos hepéaticos (Huerta-Cervantes et
al., 2020) (Sinzato et al., 2009; Spadotto et al., 2012; Damasceno et al., 2013; Santos, 2017)

Nas ratas gestantes, o perfil diabetogénico surge como consequéncia direta da STZ,
uma nitrosureia de glicosamina que, por conta da similaridade estrutural com a glicose, é cap-
tada pelos transportadores de glicose GLUT-2, onde exerce estresse oxidativo e efeitos alqui-
lantes no DNA de células B-pancreéticas, levando a destruicdo massiva delas, inibi¢do da sin-
tese e secre¢do da insulina e consequentemente hiperglicemia (> 250 mg/dL) (Lenzen, 2008).

Ademais, a hipoinsulinemia impede a captacdo de nutrientes para musculos e adipdécitos, le-
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vando a atrofia dos mesmos e perda de peso; interfere nas vias lipogénicas hepaticas promo-
vendo dislipidemias e esteatose; e a hiperglicemia e estresse oxidativo atuam para a RI
(Petersen; Shulman, 2018).

Além de todas as repercussdes para as maes, evidenciamos que a inducdo do DG foi
determinante para desfechos na prole no periodo neonatal, que apresentou diminuicdo de ni-
nhada, baixo peso corporal e hiperglicemia.

Em humanos, a exposicdo intrauterina a elevados niveis de glicose promove aborto
espontaneo, malformacéo e outras complicagfes congénitas, entretanto em roedores, os fetos
mortos nao sdo abortados e 0s conceptos sdo reabsorvidos pelo Utero. Em nosso estudo obser-
vamos reducdo de nascimentos, contudo ndo realizamos contagem de implantes no corno ute-
rino para determinar a razdo morte fetal/implantes totais. Damasceno et al. (2002) descreveram
uma série de anormalidades neonatais associadas ao DG em ratas, tais como reducdo da ninhada
e aumento da reabsorc¢do de conceptos, além de malformagdes musculoesqueléticas e viscerais
nos neonatos. Sugere-se que 0 aumento de espécies reativas de oxigénio decorrente do DG
esteja envolvido nesta perturbacdo da embriogénese.

O baixo peso ao nascer e a hiperglicemia neonatal sdo variaveis comumente observa-
das em roedores filhos de maes diabéticas. Estes sdo dados corroborados em varias pesquisas
experimentais (Saito et al., 2010; Bequer et al., 2016; Kappen et al., 2019; Kappen et al., 2022)
e surgem como resultado da elevacéao severa dos niveis de glicose no meio intrauterino, gerando
uma exaustdo das células B pancredticas do feto, comprometendo o0s processos de sintese e
secrecdo de insulina. Com isso, observa-se um desequilibrio do eixo glicose-insulina nos neo-
natos levando a uma hiperglicemia precoce e, tendo em vista o papel anabolico da insulina
sobre o tecido muscular e adiposo, perda importante de massa corpérea e consequente micros-
somia neonatal (Huerta-Cervantes et al., 2020).

Com a constatacdo de prejuizos neonatais na prole, prosseguimos nosso estudo avali-
ando as repercussdes tardias do ambiente intrauterino e neonatal adverso. Para isto, além do
acompanhamento dos filhos de ratas diabéticas até a vida adulta (grupo DG), inserimos no es-
tudo um grupo de ratos adultos que passaram a receber altas doses de sacarose para inducao de
DM2 (grupo DM2). Em suma, o ambiente gestacional adverso do DG levou ao desenvolvi-
mento de sinais classicos de DM como hiperglicemia, intoleréncia a glicose, dislipidemias e
resisténcia insulinica. Ademais, nossos animais DG ndo desenvolveram aumento ponderal e
acumulo adiposo, provavelmente por conta dos prejuizos neonatais. Por outro lado, os animais

adultos expostos ao consumo excessivo de sacarose desenvolveram todos sinais classicos de
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DM2, como alto peso, obesidade central, hiperglicemia, intolerancia a glicose, dislipidemias e
RI, em maior grau de severidade que os animais DG.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem relatado uma série de efeitos adversos
associados ao consumo excessivo de sacarose, mesmo em concentracdes e periodos diversos,
tais como aumento de massa corporea com obesidade central, hiperglicemia, intolerancia a gli-
cose, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e RI (Flister, Karla Frida Torres et al., 2018; Sousa
et al., 2018; Franca et al., 2020; Pinto et al., 2022).

A sacarose € lisada nos enterdcitos em glicose e frutose e, embora isémeras, possuem
efeitos metabdlicos distintos. A glicose em excesso estimula demasiadamente a secrecéo de
insulina, que prejudica as vias de sinalizacdo normais e provoca glicotoxicidade e RI
(Fernandez-Twinn et al., 2019). O excesso de glicose em conjunto com substratos lipidicos e/ou
proteicos também promovem a formacao de produtos de glicacdo avancada (AGES), que séo
fundamentais para o desenvolvimento do DM2 e morbidades associadas (Paula et al., 2022).
Por outro lado, a frutose ndo atua sobre a secrecéo de insulina, mas sofre alta captacdo hepética
e é rapidamente convertida em trioses que desregulam a sintese de novo de lipideos no figado
e promovem o acumulo de gordura ectopica, dislipidemias e disfuncdo do tecido adiposo
(Tappy; L&, 2010; Johnson et al., 2024).

Enquanto os mecanismos de desenvolvimento de sindrome metabdlica e diabetes na
vida adulta subjacentes ao consumo de sacarose ja sdo bem estabelecidos, 0s mecanismos de-
letérios associados ao DG ainda sdo meramente especulativos. Corroborando nossos dados, es-
tudos demonstram que roedores expostos ao DG desenvolvem perda de peso, hiperglicemia e
RI (Lopez-Soldado; Herrera, 2003; Takada et al., 2007; Aref et al., 2013), hiperinsulinemia
(Anwer, 2014) e dislipidemia aterogénica (El-Sayyad et al., 2014; Paula et al., 2022; Da Cruz
etal., 2023).

Ap0s constatacdo de alteracdes metabolicas decorrentes do ambiente uterino adverso
(grupo DG) e do consumo excessivo de agucares na vida adulta (grupo DM2), buscamos enten-
der como estas alteragdes impactaram sobre o figado e o cérebro destes animais, dois 6rgéos de
grande importancia fisioldgica e intimamente associados.

No que se refere ao cérebro, constatamos em nossos animais DG uma menor ambula-
c¢do e atividade exploratdria, comportamento de ansiedade, déficits de aprendizagem e memoria
espacial e episddica. Resultados similes foram encontrados nos animais DM2.

O impacto negativo do DM2 sobre 0 comportamento e cogni¢do ja se encontra bem
descrito. Modelos experimentais de DM2 induzem com sucesso ansiedade e desespero com-

portamental (despair behaviour) (Pinto et al., 2022) (Wayhs et al., 2010; Cavalcanti et al.,
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2020), reducdo de ambulagdo e atividade exploratéria (Pinto et al., 2022) (Shalimova et al.,
2019), déficits na consolidacdo de memorias dependentes do hipocampo (Jurdak et al., 2008;
Stranahan et al., 2008; Kamal et al., 2013; Hussain et al., 2019; Pinto et al., 2022) e memorias
ndo diretamente relacionadas ao hipocampo (Stranahan et al., 2008; Jurdak; Kanarek, 2009;
Hussain et al., 2019).

Sinais do DM2, especialmente hiperglicemia e R, estdo diretamente relacionadas a
declinio da neurogénese e plasticidade de neurénios e glia, reducédo da densidade de espinhas
dendriticas, detrimento de conexdes axodentriticas e aumento de marcadores de apoptose no
hipocampo, levando a consideravel atrofia hipocampal, que além do evidente prejuizo cogni-
tivo, também compromete o comportamento, as emocdes e até a motricidade (Savva et al.,
2009; Pinto et al., 2016).

Ademais, amplas evidéncias associam 0 DM2 com o desenvolvimento de doencas neu-
rodegenerativas como a Doenca de Alzheimer (DA). Meta-analises demonstram que idosos
com DM2 tém alta propensdo para déficits cognitivos, de atencdo e comportamentais, bem
como diabéticos possuem 50% de chances de desenvolverem DA (Bello-Chavolla et al., 2019).
Acredita-se que a resisténcia neuronal a insulina atue como um mecanismo subjacente conec-
tando ambas morbidades. De fato, uma corrente de pesquisadores inclusive descreve que pre-
juizos na sinalizagdo da insulina em nivel cerebral precedem as perdas cognitivas da DA, elen-
cando a mesma como um DM3 (Nguyen et al., 2020).

Enquanto a relacdo do DM2 com alteragcGes comportamentais e neurologicas ja se en-
contra bem descrita, o impacto tardio do DG é bem menos documentado. De forma semelhante
aos nossos achados, pesquisadores descreveram comportamento ansiogénico na prole de ratas
com DG nos testes do campo aberto, enterrar bolinhas (marble burying test) e labirinto em cruz
elevado (Aviel-Shekler et al., 2020; Huerta-Cervantes et al., 2020). Outrossim, reducdo da ca-
pacidade de aprendizagem e consolidacdo de memarias espaciais e nao espaciais (associativas)
também foram observadas tardiamente em ratos ap6s exposicao uterina a altos niveis de glicose
(Chandna et al., 2015; Huerta-Cervantes et al., 2020). Estes estudos também evidenciaram que
os deficits nos ratos sdo mais proeminentes em machos que fémeas e mais em adultos (6 meses
de vida) que jovens (até 2 meses) (Huerta-Cervantes et al., 2020).

Nenhum desses estudos aprofunda investigagdes com o intuito de desvendar mecanis-
mos de acdo pelo qual o DG pode acarretar em danos neuroldgicos e comportamentais, contudo
observou-se nesses animais aumento da excitabilidade e maior expressdo de AGEs no hipo-
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campo, proporcionando um ambiente neural mais oxidativo e com mais marcadores pré-infla-
matorios (TNFa e IL-6), que podem estar relacionados as altera¢@es no desenvolvimento neural
(Chandna et al., 2015; Huerta-Cervantes et al., 2020).

Em paralelo a investigacao de alteracBes neuroldgicas e comportamentais oriundas do
DG e do DM2, buscamos investigar também a influéncia do ambiente uterino adverso sobre o
tecido hepético dos animais. E constatamos nos animais DG aumento de peso do figado, au-
mento da atividade de enzimas marcadoras de dano hepatico, esteatose microvesicular, infla-
mac&o e balloning. O grupo DM2 também apresentou aumento de peso do figado e esteatose
microvesicular, porém sem a presenca de infiltrados inflamatorios e balloning.

Achados como estes indicam instauracdo de doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA), que é definida como um amplo espectro de desordens hepaticas associadas ao acu-
mulo excessivo de gordura no interior dos hepatocitos na auséncia de causas secundarias, como
consumo abusivo de alcool e infecgdes virais (Rhee, 2019).

Em via de regra, a doenga inicia-se com o acumulo intra-hepatico de gordura que,
guando acomete 5% do volume total do figado, passa a ser chamado de esteatose simples. Esta
esteatose pode evoluir para uma esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), um estado mais grave
caracterizado por maior acumulo lipidico, presenca de infiltrado inflamatdrio, balloning e ate
fibrose. A EHNA constitui a principal causa para o desenvolvimento de afec¢fes hepéaticas mais
graves como cirrose, faléncia hepética e carcinoma hepatocelular (Li, Y. Y. et al., 2023).

Estima-se que a DHGNA acometa cerca de 30% da populacao adulta em nivel global,
entretanto esta prevaléncia pode aumentar para 70% em diabéticos, evidenciando a forte relacao
entre as morbidades (Younossi, Z. M. et al., 2016). Isto se da especialmente pelos sintomas de
patogénese comuns, como RI, hiperinsulinemia, hiperglicemia, aumento da gliconeogénese e
inflamacdo do tecido adiposo (Dewidar et al., 2020).

Em roedores a DHGNA se apresenta com grandes varia¢fes. Em semelhanca aos nos-
S0s animais, existem estudos em que 0s animais expostos a processos diabetogénicos apresen-
tam aumento de massa hepética (Chen et al., 2011; Fatani et al., 2011; Fernandes-Lima et al.,
2016; Pinto et al., 2022), enquanto em outros este aumento ponderal ndo é evidente (Pinto et
al., 2016; Softic et al., 2017; Flister, Karla Frida Torres et al., 2018). Porém, mesmo nos estudos
onde ndo foram observadas diferencas ponderais, os figados acumularam gordura ectopica e
apresentaram prejuizos funcionais.

De modo geral, animais com sindrome metabdlica e diabetes induzidos por dieta hi-
perlipidica (Lieber et al., 2004), rica em frutose (Mamikutty et al., 2014), sacarose (Sousa et
al., 2018; Franca et al., 2020) ou fast food (Charlton et al., 2011) apresentam DHGNA marcada
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por aumento dos niveis de ALT, acentuada esteatose micro- e macrovesicular, EHNA, inflama-
¢do, balloning, fibrose e até tumores benignos. O aumento dos niveis de lipideos na dieta agrava
mais 0s prejuizos hepaticos do que agucares.

O surgimento de todos estes achados se da especialmente em virtude da RI, que atua
desregulando a sintese de novo de lipideos (DNL), um processo fisiolégico modulado pelo fi-
gado que atua esterificando o excesso de carboidratos da dieta em triglicerideos (TG) e promo-
vendo a exportacao lipidica para a circulacdo na forma de lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL). A desregulacdo da DNL acarreta em hiperativacdo de enzimas lipogénicas, promo-
vendo producdo lipidica intra-hepatica descontrolada (Jeon et al., 2023). A Rl também interfere
sobre o receptor ativado pelo proliferador de peroxissomo alfa (PPAR-a), que regula a beta-
oxidacdo e o transporte dos acidos graxos, prevenindo o acumulo hepatico de gordura e a hi-
pertrigliceridemia (Tahri-Joutey et al., 2021). Em suma, a RI favorece processos lipogénicos
em contraponto a processos oxidativos, promovendo o desenvolvimento da esteatose hepatica.

Poucos estudos abordam o impacto tardio do DG sobre a fisiologia hepatica. A maioria
dos estudos avalia a prole em periodos perinatais, onde esta prole de ratas diabéticas apresenta
aumento de peso do figado, hipertrigliceridemia, inflamacé&o e vacuolizacdo das células hepati-
cas, em semelhanca ao nosso estudo (Ohta et al., 2017; Radford; Han, 2019; Dong et al., 2021).
Em contrapartida uma série de evidéncias demonstram que a supernutricdo materna durante a
gestacéo e/ou lactacdo leva ao desenvolvimento de DHGNA na prole (Bayol et al., 2010; Oben
et al., 2010; Bringhenti et al., 2015). Em varios desses estudos, a prole exposta a supernutricdo
materna apresenta aumento de triglicerideos e goticulas de lipideos no figado, embora esta es-
teatose nem sempre persista na idade adulta (Oben et al., 2010; Hellgren et al., 2014; Bringhenti
etal., 2015).

Estudos também evidenciam uma associacdo entre baixo peso ao nascer e 0
desenvolvimento de DHGNA na prole, bem como alteragdes no metabolismo lipidico e no
tecido adiposo. Sugere-se que esta programacdo metabolica esteja relacionada a desequilibrios
nas vias de biossintese do colesterol (Lecoutre et al., 2019).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O DG tem acometido cada vez mais mulheres durante a gestagdo. O DG aumenta o risco
de complicacdes tanto para mée quanto para o feto, posto que mulheres com DG tém maior
probabilidade de desenvolver pré-eclampsia, hipertensdo, e um risco significativamente aumen-
tado de DM2 posterior a gravidez. Além disso, o DG esta associado a um maior risco de nasci-
mento prematuro, macrossomia fetal e hipoglicemia neonatal para o feto.

Nossos resultados destacaram o desenvolvimento de problemas metabdlicos e neurolé-
gicos em ratos adultos expostos no periodo intrauterino e neonatal ao DG. Nesse sentido em
nosso estudo buscamos entender melhor os mecanismos por tras do resultados observados, visto
que obtivemos tardiamente na prole de ratas com DG, presenca de hiperglicemia, RI, dislipide-
mia aterogénica, DHGNA e declinio cognitivo.

E importante reconhecer que existem algumas limitages presentes em nossa pesquisa
que podem impactar a interpretacdo abrangente das repercussdes do DG na prole, tais como,
dosagem da insulina e avaliacdo da expressao génica de certos genes relacionados a vias meca-
nisticas cruciais, limitando nossa capacidade de elucidar completamente 0s mecanismos subja-
centes as repercussoes observadas.

Ainda que mais estudos de investigacfes moleculares mais aprofundados se facam ne-
cessarios para entender melhor as vias moleculares envolvidas, nosso estudo sobre 0 DG con-
tribui para a compreensdo mais ampla dos mecanismos subjacentes a Rl e a fisiopatologia do
DM. Nao beneficiando apenas mulheres gravidas, mas também consolidando a construcéo de
politicas publicas de salde relacionadas a prevencdo e ao tratamento do diabetes em toda a
populacéo.

Outrora, a identificacdo precoce do DG através do rastreamento durante a gravidez per-
mite a implementacao de intervencgdes preventivas e terapéuticas, como o controle da glicemia
por meio de dieta, exercicios e, em alguns casos medicagdo que podem reduzir o risco de com-
plicacdes tanto para mae quanto para o feto.

Em sintese, nossos achados sobre 0 DG servem como base para o entendimento da ori-
gem de doencas e mecanismos patogénicos, assim como estudos populacionais que correlacio-
nem estas doengas cronicas ndo-transmissiveis, visando a melhoria nos resultados de satide ma-
terna e fetal, assim como também para a discuss@o de politicas publicas de prevencao e trata-

mento mais eficazes e melhor promocéo da saude relacionadas ao diabetes.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com a finalizacdo desta dissertacdo, intitulada como “Prejuizos metabolicos ¢ com-
portamentais tardios decorrentes de exposicao intrauterina e neonatal a diabetes mellitus gesta-
cional” observou-se que as repercussdes e 0s impactos adversos na salde materna e fetal, po-
dem afetar e instaurar tardiamente as DCNT’s nos descendentes durante a vida adulta. Mos-
trando que é de extrema relevancia o estudo mais aprofundado sobre o DG e quais 0s mecanis-
mos fisiopatoldgicos por tras disso.

Nesse sentido, em nossa pesquisa experimental, conseguimos entender o papel crucial
do DG sobre metabolismo, mecanismos subjacentes e sobre as complica¢des advindas nas pro-
genitoras e nos descendentes. Com isso, as perspectivas futuras deste trabalho visam acrescen-
tar e esclarecer quais os genes relacionados com essa alteragdo metabolica, tanto na DHGNA,
quanto no déficit cognitivo relacionadas ao DG, e para isso realizaremos alguns testes, como
dosagem de insulina e expressdo génica, visando a publicacdo do artigo desta dissertagcdo em

uma revista com o fator de impacto A2, como o da revista Brain Research.
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