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Perfil Fosfolipidico Pulmonar em Recém-nascidos de Ratas Diabéticas

Lung Phospholipid Profile in the Pups of Diabetic Rats

Marilza Vieira Cunha Rudge, Iracema de Mattos Paranhos Calderon, Maria Delgi Ramos
Ana Carolina Japur de Sa, Paulo Roberto Curi

RESUMO

Objetivo: avaliar as repercussées do diabete materno sobre o perfil fosfolipidico pulmonar de
fetos de ratas com diabete moderado e grave pelas dosagens de lecitina (L), esfingomielina (E),
fosfatidil-glicerol (PG), fosfatidil-inositol (PI) e relacées L/ E e PG/ PL

Métodos: foram utilizadas 54 ratas Wistar, em idade reprodutiva, introduzidas na seqtiéncia
experimental de diabete e prenhez'. O diabete foi induzido por aloxana (42 mg/kg de peso,
1V) e compostos trés grupos: controle, diabete moderado (DM, glicemia entre 120 e 200 mg/
dL) e diabete grave (DG, niveis superiores a 200 mg/dL). Realizou-se cesdrea no 21° dia, os
pulmées fetais foram macerados, reunidos em “pool” e os fosfolipidios dosados por
cromatografia em camada delgada unidirecional.

Resultados: os pulmées dos filhotes das ratas com diabete moderado tiveram maior peso (0,159
g) e menor concentracdo de PG (3,0 ug/mL) e PI (3,4 ug/ mL) que o grupo controle (0,155 g; 6,8
e 6,7 ug/mkL), e as mesmas relacées L/ E (2,2) e PG/ PI (2,0); os pulmées dos filhotes das ratas
com diabete grave tiveram menor peso (0,145 g), os mesmos valores das relacbées L/E (1,9) e
PG/ PI (2,1) e menor valor de PI (5,1 ug/ mL) que o grupo controle.

Conclusoes: 1) o retardo do amadurecimento pulmonar dos recém-nascidos de ratas com diabete
moderado é explicado pelo maior peso pulmonar associado a menor concentragdo de PG e PI; 2)
a aceleracdo do amadurecimento pulmonar dos recém-nascidos de ratas com diabete grave é
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explicada pelo menor peso pulmonar associado a mesma concentragdo de PG e PL

PALAVRAS-CHAVE: Diabete. Maturidade pulmonar. Perfil fosfolipidico pulmonar.

Introducéo

O diabete materno altera a sintese e a se-
crecao dos fosfolipidios pulmonares. Varios tra-
balhos mostram atraso na maturacdo bioquimica
do pulmao fetal de gestantes diabéticas?3, fator
responsavel pela maior incidéncia de sindrome
do desconforto respiratério (SDR) nesses recém-
nascidos®. Entretanto, permanece sem explicacdo
o fato de que uma patologia, que se caracteriza
por hiperglicemia materna, possa atrasar a matu-
ridade pulmonar nas diabéticas gestacionais e nas
clinicas de curta duracao, e acelera-la nas diabé-
ticas clinicas com vasculopatia?®. Alguns espe-
culam sobre a influéncia dos quadros hipertensi-
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vos e da vasculopatia como fatores aceleradores
da maturidade pulmonar fetal nessas gestantes
diabéticas.

O perfil fosfolipidico pulmonar, que consiste
na determinacdo da relacao lecitina/esfingomi-
elina (L/E) e de fosfatidil-inositol (PI) e fosfatidil-
glicerol (PG) no liquido amniético, aumenta a
acuracia do diagnéstico de maturidade pulmo-
nar em diabéticas’. O surfactante maduro, isto
€, o que contém PG, tem melhor propriedade
estabilizadora do alvéolo®, sendo a sua determi-
nacado o método preditivo acurado da maturida-
de pulmonar fetal.

Varios trabalhos experimentais in vivo e in
vitro foram feitos para analisar o efeito do diabete
sobre a maturidade pulmonar fetal®, sendo que
os in vivo trazem respostas mais adequadas. Os
filhotes de macacas rhesus diabéticas tém me-
nor habilidade em sintetizar, estocar e liberar a
lecitina® e os de coelhas diabéticas, menor quan-
tidade de surfactante no lavado pulmonar®®. O
pulmao dos fetos de ratas diabéticas tem imatu-
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ridade morfologica no pulmao e atraso na produ-
cao do surfactante e da regulacao do metabolismo
de glicogénio fetal®. Recém-nascidos de ratas dia-
béticas apresentam tecido pulmonar imaturo, com
células mesenquimais abundantes e
espessamento do tecido conectivo pulmonar, o que
pode contribuir para o aumento do risco de doenca
respiratoria nestes recém-nascidos!'. O uso de
modelos experimentais em ratas, com niveis
glicémicos variaveis, deve explicar essas diferen-
cas na maturidade pulmonar em filhos de maes
diabéticas.

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar
as repercussoes do diabete materno sobre o perfil
fosfolipidico pulmonar de fetos de ratas diabéti-
cas, procurando explicar os desvios da maturi-
dade pulmonar fetal. O objetivo especifico foi a
dosagem de L, E, relacao L/E, PG, PI e relacao
PG/PI nos pulmobes de filhotes de ratas com
diabete moderado e grave'.

Material e Métodos

Material

Foram utilizadas 54 ratas da raca Wistar,
fémeas, virgens, em idade reprodutiva de trés
meses, pesando entre 180 e 250 g. Os animais
foram introduzidos na sequéncia experimental
do modelo de diabete e prenhez, proposto por
Calderon et al.!, e sorteados para comporem o0s
grupos controle e diabéticos.

A droga diabetogénica foi a aloxana, na
dose de 42 mg/kg de peso IV. A glicemia do 15°
dia do periodo diabetogénico classificou as ratas
como diabéticas moderadas (DM), com glicemia
entre 120 e 200 mg/dL, e graves (DG) - (glicemia
>200 mg/dL)*.

A prenhez foi resolvida por cesarea, sob
anestesia inalatéria com éter, na manha do 21¢
dia, quando foram estudados os seguintes para-
metros nos recém-nascidos: glicemia do “pool”
da ninhada, peso corpéreo, peso pulmonar e clas-
sificacao do peso dos filhotes em PIG (pequeno
para a idade gestacional), AIP (adequado para a
idade gestacional) e GIG (grande para a idade
gestacional), a partir da média de peso do grupo
controle mais ou menos um desvio padrao!. Apos
a pesagem individual, os pulmoées dos recém-nas-
cidos foram reunidos num “pool” representativo de
cada ninhada e, no macerado desses pulmées fo-
ram dosados os seguintes fosfolipidios: L, E, PG e
PI. Foram calculadas as relagées L/E e PG/PI. As
maes foram sacrificadas por esgotamento da
volemia, imediatamente apos a retirada dos filho-
tes.

Perfil fosfolipidico

Métodos

A glicemia materna do “pool” dos recém-nas-
cidos foi determinada por método enzimatico (Kit-
Celm-Barueri-SP). A dosagem dos fosfolipidios foi
feita por cromatografia em camada delgada, se-
guindo o método de Gluck e Kulovich!? para liqui-
do amniotico. Foram pesados 200 mg de tecido
pulmonar, previamente macerado em gral de por-
celana, sob nitrogénio liquido; a seguir, foram
homogenizados com 6 ml de mistura
cloroférmio:metanol (2:1).

O macerado foi deixado em repouso por
12 horas e filtrado em papel. Transferiram-se 5
mL do filtrado para tubo de centrifuga e foram
adicionados 1,5 mL de agua deionizada; foram
agitados e centrifugados por 20 minutos a 2000
rpm; foi desprezada a fase superior e lavada a
fase inferior por trés vezes, com 1,5 mL de
solvente: 0,3 mL de cloroféormio, 48 mL de
metanol, 47 ml de H,O deionizada; apos a ter-
ceira lavagem, foram pipetados 200 uL para tubo
conico e evaporados em banho-maria a 60°C; a
parede do tubo foi lavada duas vezes, com 2,0
mL de cloroférmio. Foi evaporada apoés cada adi-
cao de cloroférmio, e o tubo seco foi colocado
em banho de gelo e acrescentadas trés gotas de
acetona gelada. Deixado em repouso por 5 mi-
nutos; acrescentado 0,75 mL de acetona gelada,
deixado em repouso por 15 minutos, centrifugado
por 10 minutos a 2500 rpm, desprezado o
sobrenadante por inversdo do tubo; o precipita-
do foi resuspenso em 10 puL de cloroférmio e fo-
ram aplicados 5 pL de amostras e padrdes em
placa de silica-gel 60, ativada em estufa a 110°C.

O solvente utilizado para a corrida
cromatografica foi composto de 12,8 mL cloro-
formio, 4,0 mL de metanol, 1,92 mL de acido
acético glacial e 0,32 mL de agua deionizada.
Apoés a corrida, a placa foi corada com mistura
de 325 mg de acido fosfomolibdico e 5 ml de
metanol. As leituras das amostras e dos padrdes
foram feitas em densitometro marca Procyon. As
placas para cromatografia eram de silica-gel 60,
sem indicador de fluorescéncia, marca Merck.
Os padrodes, da marca Sigma, foram lecitina-es-
fingomielina 1:1, em cloroférmio-metanol, na
concentracao de 1 ug/mkL; fosfatidil-glicerol 2 ug/
mL, em cloroformio-metanol, e fosfatidil-inositol
2 ug/mL, em cloroférmio.

A proporcao dentro das classes de recém-
nascidos (PIG, AIP e GIG) foi avaliada pelo teste
do x2. Para as variaveis glicemia, peso corpoéreo,
peso e dosagem de fosfolipidios (L, E, PG e PI) dos
pulmodes dos recém-nascidos utilizou-se a anali-
se de variancia para fatorial inteiramente aleato6-
ria, sorteando-se seis ratas por grupo. Para a
glicemia materna, medida ao longo do tempo, foi
utilizada analise de perfil e, para correlacao entre
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as variaveis, a analise de correlacao, adotando-se
5% como limite de significancia (p<0,05)!3:14,

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacao Animal da Faculdade
de Medicina de Botucatu.

Resultados

As médias glicémicas maternas foram nor-
mais no grupo controle (110 mg/dL) e elevadas
nos grupos diabéticos (150 mg/dL no DM e 260
mg/dL no DG), e refletiram-se sobre os filhotes,
que apresentaram normoglicemia nos grupos
controle (94 mg/dL) e diabete moderado (DM -
120 mg/dl) e hiperglicemia no diabete grave (DG
- 208 mg/dL) (Figura 1).

Os filhotes de ratas com DM tiveram maior
peso (5,2 g) e elevada proporcdo de recém-nas-
cidos GIG (19,4%). Os filhotes de ratas com DG
tiveram menor peso (4,7 g) e predominio de PIG
(73,0%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Média e desvio-padrao dos pesos corporal e pulmonar e classificagdo dos recém-na:

Perfil fosfolipidico

300
- Média glicémica da prenhez

250 - Glicemia recém-nascido
=}
j=2
E
e
£
Q
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U]

Controle Diabete Moderado Diabete Grave
Grupos experimentais

Estatistica:

Média glicémica da prenhez: DG > DM > C. Teste F = 101,49; valor critico = 3,52; p<0,001.
Glicemia de filhotes: DG > (C =DM) Glicemia do recém-nascido. Teste F =47,63; p<0,001.

Figura 1 - Média glicémica da prenhez e glicemia do “pool” de recém-nascidos
de ratas nos trés grupos experimentais

scidos (RN) em PIG, AIP e GIG nos trés grupos experimentais

Peso (g)" Classificagdo RN (%)"
Grupos Corporal Pulmonar PIG AIP GIG
Controle 51+02ab 0,155 £ 0,011 a, 26,8 a, 614 a, 1,7,
Diabete moderado 52+04a 0,159 £ 0,012 a, 229 a, 57,6 a, 194 a,
Diabete grave 47x02b 0,145+ 0,010 a, 73,0 b, 209 b, 6,1b,
Estatistica F=363 F=1926 c?=1155 c?=752 c’=84
Valor p p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

(*) médias seguidas de mesma letra e indice ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade

Estatistica: valor critico de r (0,01) = 0,35; valor observado = 0,70 \ a correlagao € significativa

O peso pulmonar dos filhotes foi semelhan-
te nos trés grupos (0,155 g no controle; 0,159 g no
DM e 0,145 g no DG), mas houve correlacao signi-
ficativa entre os pesos corporal e pulmonar em 70%
dos casos (r = 0,7) (Tabela 1).

A composicao fosfolipidica do pulmao foi
semelhante entre os grupos controle e diabéti-
cos nas concentracées de L (5,20 pg/mL no con-
trole, 5,90 ug/mL no DM e 5,10 ug/mL no DG), E
(2,80 ug/mL no controle, 3,20 ug/mL no DM e
1,80 ug/mL no DG) e na relacdo L/E (2,10 no
controle, 1,90 no DM e 1,60 no DG); a correlacéo
entre lecitina e esfingomielina foi significativa em
97% dos casos (r = 0,97) (Figura 2). Os filhotes
do grupo com DM apresentaram concentracao
menor de PG (2,95 ug/mlL) e PI (3,55 pg/mlL) que
os filhotes do grupo controle (6,90 ug/mL de PG

e 6,80 ug/mL de PI) e, no grupo com DG (5,0 ug/
mL de PG e 2,95 pg/mL de PI), esta concentra-
cdo nao se diferenciou dos demais. A relacdo PG/
PI foi semelhante entre os grupos (2,10 no con-
trole, 1,0 no DM e 2,10 no DG), e a correlacao
entre PG e PI foi significativa em 52% dos casos
(Figura 3).

Discussao

No esquema fisiopatolégico proposto por
Oh'5, todas as repercussoes sobre os conceptos de
maes diabéticas decorrem da hiperglicemia ma-
terna. Existe consenso na literatura sobre a rela-
cdo entre peso do recém-nascido de ratas dia-
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béticas e intensidade da hiperglicemia mater-
na!''%, Entretanto, esta relacdo néo € direta, sen-
do o diabete moderado considerado modelo de
macrossomia fetal e o diabete grave de retardo
de crescimento intra-uterino!!®, dados confirma-
dos neste trabalho.

6 - Lecitina

E Relacéo L/E

Concentracao de fosfolipidios (ua/ml)

Controle Diabete Moderado Diabete Grave

Grupos experimentais

Estatistica:

Concentragéo de lecitina: C = DM = DG. Teste F = 0,457; valor critico = 3,17 p>0,05
Concentragéo de esfingomielina: C = DM = DG. Teste F = 0,231; valor critico = 3,17 p>0,05
Relagdo L/E: C = DM = DG. Teste F = 0,874; p>0,10. Valor critico de r(0,01) = 0,35. Valor
observado = 0,97 \ a correlagdo é significativa.

Figura 2 - Média da concentragao de lecitina, esfingomielina e a relagéo L/E,
nos trés grupos experimentais

E Relagdo PG/PI

Concentracao de fosfolipidios (ug/ml)

Controle Diabete Moderado

Diabete Grave

Grupos experimentais

Estatistica:

Concentragdo de fosfatidil-glicerol: DM<C; DG é intermediario. Teste F = 6,232; valor
critico = 3,17  p<0,01.

Concentragéo de fosfatidil-inositol: DM = DG<C. Teste F = 6,159; valor critico = 3,17 p<0,01.
Relagdo PG/PI: C = DM = DG. Teste F = 1,306; valor critico = 3,17 p>0,10. Valor critico de
r(0,01) = 0,35. Valor observado = 0,52 \ a correlagdo ¢ significativa.

Figura 3 - Média das concentragdes de fosfatidil-glicerol (PG) e fosfatidil-
inositol (PI) e a relagdo PG/PI, nos trés grupos experimentais

O peso pulmonar dos filhotes foi semelhan-
te entre os trés grupos, porém a correlacio entre

- Esfinaomielina

- Fosfatidil-glicerol
Bl Fostaicirinositol

Perfil fosfolipidico

os pesos corporal e pulmonar fetal foi significativa
em 70% dos casos, mostrando que os maiores pul-
moes foram encontrados entre os filhotes de ratas
com diabete moderado.

A composicao dos fosfolipidios, semelhan-
te nos pulmdes de recém-nascidos a termo de
ratas dos grupos controle, diabete moderado e
diabete grave, confirma resultados de trabalhos
clinicos anteriores, demonstrando que a deter-
minacdo da relacdo L/E nao é bom parametro
para analisar a maturidade pulmonar de filhos
de maes diabéticas®!”.

Hallman e Teramo!® salientam que a pre-
senca de PG associado com relacdo L/E 32,0
identifica o pulmao fetal maduro. Os nossos re-
sultados demonstram que os filhotes de ratas
com diabete moderado tém relacdo L/E >2 e
menor dosagem de PG e PI que o grupo contro-
le. Como esses filhotes tém maior peso corpéreo
e, em 70% dos casos (r = 0,7) maior peso pulmo-
nar, deveria ser esperada também maior concen-
tracdo de PG e PI nos seus pulmoes, porém isto
nao ocorreu. A maior concentracdo de insulina
no meio interno dos fetos de ratas com diabete
moderado deve ter sido o fator etiolégico para
explicar o aumento do peso pulmonar e a dimi-
nuicao dos fosfolipidios, confirmando o trabalho
experimental de Smith et al.>. Os fetos de ratas
com diabete moderado tém ilhotas pancreaticas
aumentadas de tamanho e com maior producéo
de insulina, confirmada por técnica de imuno-
histoquimica!®. A analise conjunta da atividade
pancreatica fetal com o perfil fosfolipidico pul-
monar evidencia que nos animais com diabete
moderado, a hiperinsulinemia fetal deve ser o
fator responsavel pelo atraso na producao do
surfactante pulmonar. Os resultados obtidos
neste trabalho permitem a compreensao dos
achados clinicos de Gluck e Kulovich!? de que
os recém-nascidos de maes diabéticas das clas-
ses A, B e C de White* tém atraso na maturidade
pulmonar. A associacdo dos achados clinicos de
maior incidéncia de SDR nos recém-nascidos de
maes diabéticas!”!'® com os resultados deste ex-
perimento sugere que pulmobes grandes e com
baixa concentracdo de PG e PI sejam a causa da
maior incidéncia desta patologia nesse grupo de
recém-nascidos. Os animais com diabete mode-
rado simulam o diabete gestacional humano e o
diabete clinico de curta duracéo, que se associam
a macrossomia fetal, a menor producao de
surfactante pulmonar e a maior incidéncia de
SDR.

Os recém-nascidos das ratas com diabete
grave, que em sua maioria sao PIG, tém a mes-
ma dosagem de PG e PI que o grupo controle.
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Esses recém-nascidos apresentam menor peso
pulmonar em 70% dos casos e a mesma concen-
tracdo de PG e PI que o grupo controle, ou seja,
tém na realidade aceleracao da maturidade pul-
monar. Isto mostra que o diabete grave é fator
estimulante do processo de amadurecimento
pulmonar. A causa desse amadurecimento pul-
monar acelerado deve ser a hipoinsulinemia fetal,
pois os pancreas dos fetos com diabete grave tém
ilhotas aumentadas de tamanho mas nio tém
células insulino-positivas, evidenciando faléncia
funcional do pancreas'®. Os resultados deste tra-
balho corroboram a afirmacao de Tyrala!® de que
as diabéticas das classes F e R de White* tém
aceleracdo da maturidade pulmonar fetal e me-
nor incidéncia de SDR.

A insulina, em maior ou menor quantida-
de, deve modular a producao de surfactante pul-
monar e explicar as disparidades de que uma
mesma patologia materna possa atrasar e acele-
rar a maturidade pulmonar fetal. A relacao PG/
PI nao mostrou diferenca entre os trés grupos,
apesar do menor valor no grupo diabete mode-
rado. O calculo da relagcdao PG/PI, usando as
médias de cada grupo, demonstra que no con-
trole esta relacdo é de 1,0, no grupo diabete mo-
derado ela € menor que 1,0 e no diabete grave é
maior que 1,0. Estes achados estdo em conso-
nancia com os dados de exame do liquido
amniotico de fetos de mulheres diabéticas, com
e sem maturidade pulmonar?. Em vista dos re-
sultados deste trabalho e dos conhecimentos da
literatura, a explicacao fisiopatolégica para os
desvios opostos no amadurecimento pulmonar
entre os filhos de ratas com diabete moderado e
grave deve estar relacionada com a insulinemia
fetal.

Este trabalho experimental confirma os co-
nhecimentos clinicos, explicando os resultados
conflitantes da maturidade pulmonar em diabé-
ticas, encontrados em varios trabalhos clinicos e
experimentais da literatura. Ratifica, ainda, a
necessidade de realizacdo do perfil fosfolipidico
pulmonar no liquido amniético de gestantes dia-
béticas, visto que o amadurecimento pulmonar
é dependente da funcao pancreatica fetal, ina-
cessivel a avaliacao clinica.

Assim concluimos que o retardo do ama-
durecimento pulmonar dos recém-nascidos de
ratas com diabete moderado é explicado pelo
maior peso pulmonar associado a menor con-
centracao de PG e PI; a aceleracdao do amadure-
cimento pulmonar dos recém-nascidos de ratas
com diabete grave é explicada pelo menor peso
pulmonar associado & mesma concentracao de
PG e PI.

Perfil fosfolipidico

SUMMARY

Purpose: to evaluate the effects of maternal diabetes on
the fetal lung phospholipid profiles of rats with moderate
and severe diabetes measuring lecithin (L), sphingomyelin
(S), phosphatidyl-glycerol (PG), phosphatidyl-inositol (PI),
and the relationships between L/S and PG/PI.

Methods: fifty-four mature Wistar rats were submitted to
experimental diabetes and pregnancy'. Diabetes was
induced by alloxan (42 mg/kg of weight, IV) and three groups
were formed: control; moderate diabetes (MD), with glycemia
levels between 120 and 200 mg/dL, and severe diabetes (SD),
with glycemia levels higher than 200 mg/dL. On the 21st day,
cesarian section was performed, and the fetal lungs were
macerated and pooled. The phospholipids were measured
by unidirectional thin-layer chromatography.

Results: 1) the fetal lungs of the rats with moderate diabetes
showed higher weight (0.159 g) and lower concentration
of PG (3.0 ug/mL) and PI (3.4 ug/mL) than the controls,
and the same relationship between L/S (2.2) and PG/PI
(2.0). The fetal lungs of the rats with severe diabetes
showed lower weight (0.145 g), the same values of L/S (1.9)
and PG/PI (2.1), and lower PI (5.1 ug/mL) value than the
controls.

Conclusions: 1) the pulmonary maturity retardation in the
pups of rats with moderate diabetes is explained by the higher
pulmonary weight associated with lower concentration of
PG and PI; 2) the pulmonary maturity acceleration in the
pups of rats with severe diabetes is explained by the lower
pulmonary weight associated with the same concentration
of PG and PL

KEY WORDS: Diabetes. Lung maturity. Fetal lung
phospholipid profile.
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