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Efeito do diabetes materno na prole feminina
Effect of maternal diabetes on female offspring
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do diabetes materno sobre a presséo arterial
e a fungao renal da prole feminina, bem como verificar se as alteracoes
observadas se exacerbam durante a prenhez. Métodos: O diabetes
mellitus foi induzido em ratas com a administracéo de estreptozocina
em dose (nica, uma semana antes do cruzamento. Durante a prenhez,
foram feitas medidas da pressao arterial por pletismografia. No 20° dia
da prenhez, os animais foram colocados durante 24 horas em gaiolas
metabdlicas para obtencdo de amostras de urina. Apds a retirada dos
animais das gaiolas, foram obtidas amostras de sangue. Um més apds
a prenhez, foram obtidas novas amostras de sangue e urina para as
determinagdes. A fungao renal foi avaliada por meio de proteindria,
ureia plasmatica, creatinina plasmética, carga excretada de creatinina,
fluxo urindrio e clearance de creatinina. Resultados: As fémeas da
prole de maes diabéticas apresentaram elevacéo da pressao arterial e
reducéo do ritmo de filtragao glomerular em relacéo ao grupo controle.
Conclusao: A hiperglicemia durante a gestacéo foi capaz de causar
elevacéo da presséo arterial e disfungao renal na prole de sexo feminino.

Descritores: Prenhez; Desenvolvimento fetal; Diabetes mellitus
experimental; Hipertenséo; Ureia; Creatinina; Estreptozocina/administracao
& dosagem

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of maternal diabetes on the blood
pressure and kidney function of female offspring, as well as if such
changes exacerbate during pregnancy. Methods: Diabetes mellitus
was induced in female rats with the administration of streptozotocin in
a single dose, one week before mating. During pregnancy, blood pressure
was measured through plethysmography. On the 20th day of pregnancy,
the animals were placed for 24 hours in metabolic cages to obtain
urine samples. After the animals were removed from the cages, blood
samples were withdrawn. One month after pregnancy, new blood and

urine sample were collected. Kidney function was evaluated through
proteinuria, plasma urea, plasma creatinine, creatinine excretion rate,
urinary flow, and creatinine clearance. Results: The female offspring
from diabetic mothers showed an increase in blood pressure, and a
decrease in glomerular filtration rate in relation to the control group.
Conclusion: Hyperglycemia during pregnancy was capable of causing
an increase in blood pressure and kidney dysfunction in the female
offspring.

Keywords: Pregnancy, animal; Fetal development; Diabetes mellitus,
experimental; Hypertension; Urea; Creatinine; Streptozocin/administration
& dosage

INTRODUCAO

Modificagoes durante o desenvolvimento embrionario
tém sido associadas ao desenvolvimento de hipertensao
arterial e de alteragoes na funcao renal em modelos ex-
perimentais, em que algumas alteragdes, como desnu-
tricdo intrauterina, inducdo de diabetes mellitus e res-
tricao de sono, foram impostas durante o periodo de
prenhez.1)

Em modelos experimentais que mimetizam o diabe-
tes gestacional ou o diabetes tipo 1, verificou-se que os
filhos de maes diabéticas, quando adultos, apresentam
hipertensao arterial e menor taxa de filtracao glomeru-
lar, bem como reduzida capacidade em excretar sodio,
quando submetidos a uma sobrecarga desse ion.?*%
Além disso, o estudo do cortex renal apontou aumen-
to da expressao de canais de sodio epiteliais (ENaC) e
sodio/potassio ATPase (Na*/K+*ATPase), sem reducio
de trocador sddio/hidrogénio (NHE3) ou outros trans-
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portadores de sddio, sugerindo que a retencao de sédio
deveu-se a reabsorcao aumentada em segmentos distais
do néfron. Recentemente, Aceti et al.””) realizaram uma
revisao sistematica e metanalise de estudos relatando
hipertensao arterial em criancas nascidas de maes dia-
béticas e confirmaram que filhos de maes diabéticas
tém pressao arterial (PA) maior do que os controles.

Ainda em modelos experimentais, demonstrou-se
que a exposicao a hiperglicemia durante o periodo fetal
prejudica a nefrogénese.® Estudos anteriores de nosso
laboratdrio mostraram que filhotes machos de ratas in-
duzidas ao diabetes mellitus desenvolvem hipertensao
arterial precoce, sem a alteragdo do nimero de néfrons.
Nesses animais, a diminui¢ao da resposta vasodilatado-
ra dependente de endotélio observada no leito mesen-
térico parece contribuir para o desenvolvimento da hi-
pertensao arterial. A suplementagdo dos animais com
L-arginina foi capaz de prevenir o desenvolvimento da
hipertensao, confirmando a participacao do sistema do
6xido nitriconesse modelo experimental.® Entretanto,
a maior parte desses estudos foi realizada em animais
do sexo masculino.

O aumento da PA € o principal fator de risco para
doencas cardiacas, acidente vascular cerebral ¢ doen-
cas renais. Estima-se que uma em cada seis pessoas no
mundo seja hipertensa e espera-se que esse nimero
aumente para 1,5 bilhdo em 2025.®) No Brasil, a preva-
léncia da hipertensao esta entre 5 e 30%, dependendo
da area estudada.'” Embora a prevaléncia da hiperten-
sao arterial seja maior nos homens, a prevaléncia em
mulheres néo € insignificante. Acredita-se que cerca de
30% das mulheres da populagao mundial sejam hiper-
tensas.™” O aumento da obesidade em mulheres jovens
nos paises desenvolvidos e em alguns paises em desen-
volvimento também € um dado preocupante, uma vez
que deve contribuir para o aumento da incidéncia de
diabetes em mulheres gravidas.

OBJETIVO

Avaliar se fémeas provenientes da prole de maes diabé-
ticas apresentaram alteracdes da funcao renal e hiper-
tensao arterial, além de verificar se essas alteracoes se
acentuam durante a prenhez.

METODOS

Machos e fémeas Wistar, obtidos no Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para
Medicina e Biologia da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP), foram alojados em gaiolas plasticas
coletivas e mantidos com livre acesso a racao e agua.
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Para obtencao dos filhotes de maes diabéticas, fémeas
Wistar foram induzidas ao diabetes mellitus com a admi-
nistracao de estreptozotocina em dose tinica (60mg/kg ip.)
1 semana antes do cruzamento. Dois dias apos a admi-
nistracdo de estreptozocina, a glicemia foi determinada
com o aparelho Advantage 11 (Boehringer, Mannheim,
Alemanha) do sangue da veia caudal. Consideraram-
-se diabéticas as ratas cujos valores de glicemia foram
=250mg/dL. Ap6s o nascimento dos filhotes controles
e de maes diabéticas, as proles foram reduzidas a seis
filhotes, que permaneceram com as maes até o desma-
me (aos 28 dias). Apoés essa etapa, os filhotes foram co-
locados em gaiolas coletivas. Aos 2 meses e 15 dias de
idade, os animais foram treinados para entrar no cilin-
dro de contencdo para as medidas de PA pelo método
indireto de pletismografia. Ap6s a obtencao de valores
estaveis de PA, as fémeas foram colocadas para cruzar.
O dia 1 de prenhez foi considerado como o dia em que
a prenhez foi confirmada por meio do esfregaco vagi-
nal. Os valores de PA também foram obtidos ao longo
da prenhez.

No 20° dia da prenhez, os animais foram colocados du-
rante 24 horas em gaiolas metabolicas (Criffa, Barcelona,
Espanha), para obtencdo de amostras de urina, para
a determinacio da excrecao de creatinina e proteini-
ria. ApOs a retirada dos animais das gaiolas metaboli-
cas, foram obtidas amostras de sangue para dosagem
de creatinina e ureia. Um més apds o nascimento das
proles, as ratas foram colocadas novamente em gaiola
metabdlicas para novas determinacdes da funcao renal
e, posteriormente, sacrificadas.

Este trabalho foi realizado no periodo de julho de
2013 a julho de 2014, com a aprovacao namero 0048/12
do Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP. O Termo
de Consentimento Livre Esclarecido nao se aplicou.

Estudo da funcao renal
Para o estudo da funcao renal, foram avaliadas as con-
centracoes plasmaticas de ureia e de creatinina, e a
concentracdo urindria de creatinina. Foi calculado o
clearance de creatinina como um indice do ritmo de
filtragdo glomerular. As concentracoes plasmaticas e
urinarias de creatinina foram determinadas por méto-
do colorimétrico. Para o célculo do clearance usamos a
féormula:
[UlxV
Cl=—r—
[P]

Onde Cl indica clearance de creatinina; U, concen-
tracao urindria de creatinina; P, concentracao plasmatica
de creatinina; e V, fluxo urinario.



O método utilizado para a determinagao da protei-
nuria foi o de precipitacdo com acido sulfossalicilico.

Estudo morfolagico

Os rins de fémeas controles e filhotes de maes diabéti-
cas nao prenhez aos 3 meses foram dissecados, limpos
de tecido conectivo, pesados, cortados longitudinal-
mente e fixados em Bouin. Foram feitos cortes histo-
16gicos de S5um, os quais foram corados com técnica de
hematoxilina e eosina e Verhoeff. As imagens foram
adquiridas em microscépio Nikon® conectado a um mi-
crocomputador. A anélise das imagens foram feitas em
simples cego.

Em cada lamina corada pela hematoxilina e eosina
foram obtidas 20 imagens (campos) sequenciais, ini-
ciando a partir do hilo e percorrendo o cortex renal,
sendo analisados a area glomerular e o namero de glo-
mérulos por campo.

A fim de avaliar a espessura arteriolar, em cada la-
mina corada por Verhoeff, foram analisadas 12 arterio-
las, das quais se obtiveram 4 medidas de espessura por
arteriola.

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica, empregaram-se os testes ¢ nao
pareado e de Anadlise de Variancia one-way (one-way
ANOVA), seguidos pelo teste Bonferroni. Foi definido
como estatisticamente significante p<0,05. Os resulta-
dos foram apresentados como média=*erro padrao.

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta os valores médios da pressao ar-
terial sistdlica medidos ao longo do periodo de pre-
nhez nos grupos controle e de filhotes de maes dia-
béticas, como também a média da PA anterior a esse
periodo (Figura 1).

Os parametros de fungao renal ao 202 dia de prenhez
mostraram que o grupo de filhotes de maes diabéticas
apresentou reducdo do clearance de creatinina e au-
mento da concentracido plasmatica de ureia, contudo
nao houve reducao significante da carga excretada de
creatinina (Figura 2 e Tabela 2).

A reavaliacio da funcao renal apés um més também
demonstrou reducdo do clearance de creatinina em fé-
meas filhotes de maes diabéticas (Figura 3 e Tabela 3).

Comparando ratas controles e filhotes de maes
diabéticas nao prenhez aos 3 meses, foi observado um
comprometimento da fungao renal evidenciado pelo
aumento da concentracdo plasmatica de ureia, o qual,
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Tabela 1. Valores médios de pressao arterial sistdlica (em mmHg) medidas ao
longo do periodo de experimentacdo nos grupos controle e de filhotes de maes

diabéticas

Dia de prenhez

Controle

Filhotes de maes
diabéticas

Antes da prenhez
Dia 1

119,98+1,07 (44/11)
125,97+2,40 (33/11)

127,39+1,09 (55/13)
130,851,938 (38/10)

Dia2 123,92+1,65(24/7) 131,90=2,51 (40/10)
Dia 3 122,00+4,08 (7/2) 128,25+5,12 (20/5)
Dia4 131,63+3,62 (8/2) 124,90+1,33(8/2)
Dia b 126,50+ 1,28 (26/8) 134,68+1,47 (20/5)
Dia 6 123,44+2,38(27/8) 131,97+2,00 (39/11)
Dia 7 119,17=2,06 (30/10) 134,42+1,86 (39/10)
Dia 8 116,75=1,45(32/10) 132,96=2,00 (30/10)
Dia9 118,72+1,93 (25/7) 127,67+2,28 (26/7)
Dia 10 115,00+3,03 (12/4) 133,67+2,35(21/6)
Dia 11 118,93+3,68 (14/4) 130,84+3,63 (15/4)
Dia 12 117,00+1,99 (27/8) 125,70+2,18(31/8)
Dia 13 119,00+2,27 (22/7) 122,26+2,21(37/10)
Dia 14 115,76+1,64 (29/8) 132,06=1,79 (35/10)
Dia 15 117,21+2,66 (34/10) 128,62=1,70 (40/11)
Dia 16 113,84+2,80 (19/6) 133,62=1,41(27/10)
Dia 17 102,674,33 (3/1) 130,17+2,00 (14/7)
Dia 18 115,18+3,18(11/3) 120,13+4,19 (12/4)
Dia 19 110,93+2,10 (28/8) 118,88+3,68 (16/7)
Dia 20 109,84+2,06 (25/7) 127,39+6,67 (12/6)
Meédia geral 118,26 128,91
Valores apresentados como média=erro padrao (nimero de medidas/nimero de animais).

- C

q@{\{@" = FMD

Presséo arterial sistolica

I T T I R I I I R I
Dia de prenhez

C: grupos controle; FMD: filhotes de maes diabéticas
Figura 1. Pressao arterial sistélica (em mmHg) ao longo do periodo de prenhez em
grupos controle e de filhotes de maes diabéticas. Valor de p<0,05 versus C

como vimos anteriormente, exacerba-se com o estado
de prenhez (Figuras 4A, 4B, 4C e Tabela 4).

A anélise da morfometria renal em hematoxilina e
eosina nao mostrou diferenca estatistica em area glo-
merular e nos numeros de glomérulos nessas ratas aos 3
meses (Figuras 4D, 4E e 4F). A avaliacao da espessura
arteriolar em Verhoff também nao revelou diferenca
entre os grupos (Figura 4G e 4H).
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C: ratas controles; FMD: filhotes de mées diabéticas.

Figura 2. Funcéo renal de ratas controles e filhotes de méaes diabéticas ao 20° dia de prenhez. (A) Carga excretada de creatinina; (B) clearance de creatinina; (C)
concentracao de ureia no plasma. *Valor de p<0,05 versus C

Tabela 2. Pardmetros de funcéo renal no 20° dia da prenhez

Proteindria Ureia plasmatica clraes?;?tiil::z Carg:rz):t:irl:tna:a de cﬁ’;’;ﬁ‘;:e Fluxo urinario
(mg/24h) (mg/dL) P (mg/ml) (ma/24h) ml/min) (mL/24h)
Controles 2,17=0,38(11) 37,09+3,78(13) 1,20=0,25(10) 8,96+1,05(15) 0,86+0,19(10) 11,70+0,87 (15)
Filhotes de maes diabéticas 1,95+0,37 (1) 47,26+1,9* (14) 1,02+0,10(9) 5,93+0,87 (10) 0,37+0,07* (8) 11,90=0,62 (15)
*Valor de p=<0,05 versus controle. Valores apresentados como média + erro padréo (n).

Carga excretada de creatinina B Clearance de creatinina
T @mc 1,59 Emc
@@ VD B8 FvD
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I-) 3
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Controle FMD Controle FMD
C: ratas controles; FMD: filhotes de maes diabéticas.

Figura 3. Funcéo renal de ratas controles e filhotes de maes diabéticas 1 més apés periodo de prenhez. (A) Carga excretada de creatinina; (B) clearance de creatinina.
*Valor de p<0,05 versus controle

Tabela 3. Parametros de fungao renal 1 més apés a prenhez

Proteindria Ureia plasmatica cl;i?rtliz:’:tii':::x Cargzr:):t:ir:itna:a de CI‘:::t’i'r'l‘i::ade Fluxo urinario
{mg/24h) (mg/dL) P (mg/dL) (mg/24h) (mL/min) {ml/24h)
Controles 0,93+0,28(9) 53,85+5,84(12) 0,74+0,13(12) 9,12+1,02(12) 1,09+0,19(12) 11,99+0,99 (12)
Filhotes de maes diabéticas 0,96+0,27 (11) 41,33+1,95(12) 0,86+0,07 (12) 6,98+1,02(12) 0,63+0,11%(12) 11,50+0,84 (12)
*Vialor de p<0,05 versus controle. Valores apresentados como média + erro padréo (n).
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C: ratas controles; FMD: filhotes de maes diabéticas.

Figura 4. Ratas controles e filhotes de méaes diabéticas néo prenhez aos 3 meses. Funcéo renal: (A) carga excretada de creatinina; (B) clearance de creatinina; (C) ureia
plasmatica. Morfologia renal: (D) area glomerular; (E) nimero de glomérulos por campo adquirido; (F) fotomicrografias de cortes histoldgicos em hematoxilina e eosina;
(G) espessura arteriolar; (H) fotomicrografias de cortes histolégicos em Verhoeff. *p=<0,05 versus controle

Tabela 4. Pardmetros de fungéo renal de ratas néo prenhez aos 3 meses

Proteindria Ureia plasmatica ‘ﬁ;es?;?tii':; Cargzrt;);tt:irl:eit::a de c’z:;‘:i':;:ade Fluxo urinario
{mg/24h) (mg/dL) (mg/dL) (mg/24h) (mL/min) (mL/24h)
Controles 1,17+0,28 (4) 31,45+2,10(8) 0,80+0,15(5) 861+1,24(8) 0,94+0,13(5) 7,96+1,09(9)
Filhotes de maes diabéticas 0,68+0,11(2) 46,98=4,7* (6) 0,67+0,08(6) 7,76+0,48(7) 0,86+0,09(6) 9,50+0,51(7)

*Valor de p<0,05 versus controle. Valores apresentados como média=erro padrao (n).

DISCUSSAO sexo masculino, as ratas expostas a hiperglicemia in-
Observou-se, no presente trabalho, que a prole femi- trautero ja apresentaram alteragdes precoces da fun-

nina desenvolveu pré-hipertensdo e, mesmo nao apre-  ¢ao renal, as quais se tornam mais evidentes com o es-
sentando elevados niveis pressoricos como a prole do  tado de prenhez.

einstein. 2014;12(4):413-9
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No estudo de Magaton et al.,('> houve elevaciao da
PA e reducao do ritmo de filtracao glomerular em ratos
machos de 3 meses da prole de ratas diabéticas. Nes-
te trabalho, nao se evidenciou redug¢ao do nimero de
néfrons, mas houve hipertrofia glomerular precoce, a
qual ndo se confirmou em nossa avaliacao nas ratas de
mesma idade. Os ratos machos filhotes de maes diabé-
ticas apresentaram PA elevada; desse modo, € possivel
que os elevados niveis pressoricos sejam transmitidos
aos glomérulos, causando hipertrofia. Nas fémeas fi-
lhotes de maes diabéticas, os valores de PA nao foram
tao elevados e, por isso, aos 3 meses de idade, nao alte-
raram a morfologia glomerular. Entretanto, € possivel
que, com o envelhecimento, as alteragdes sejam exa-
cerbadas e a andlise morfoldgica demonstre modifica-
¢oes, como o aumento da area glomerular e hipertrofia
arteriolar.

A andlise das variacoes de PA durante a prenhez
nos dois grupos experimentais mostrou que as ratas
controles apresentam valores significativamente me-
nores que os observados no grupo de filhotes de maes
diabéticas. Segundo Ferreira et al.,'» a gestacdo esta
associada com fatores vasodilatadores sistémicos e in-
trarrenais, que compensam os fatores gestacionais va-
soconstritores. Em seu estudo, foram identificados
aumento dos niveis de iNOS (inducible nitric oxide
synthase), aumento da expressao do receptor AT2 de
angiotensina II e do receptor LGR7 de relaxina. Nos
filhotes machos de maes diabéticas, observou-se me-
nor capacidade de sintese de 6xido nitrico.® E possivel
que também nas fémeas haja um défice na producao
desse vasodilatador, resultando em valores mais eleva-
dos de PA; entretanto, outros experimentos sao neces-
sarios para confirmar essa hipodtese.

Nos ualtimos 20 anos, houve um aumento na inci-
déncia de desordens hipertensivas durante a gestacao.
Isso pode ser, pelo menos em parte, associado ao au-
mento da obesidade e pela tendéncia de ter filhos mais
tardiamente. Por outro lado, a gravidez exige uma adap-
tacdo complexa do sistema cardiovascular frente a dimi-
nuicao da resisténcia vascular e ao aumento do volume
sanguineo, além de outras alteragoes preexistentes, que
podem complicar essas adaptacdes. Assim, o conheci-
mento da predisposicao para desenvolver hipertensao
arterial e da disfuncdo renal em mulheres filhas de
maes diabéticas é de grande importancia. Embora nao
seja adequado transpor os resultados obtidos experi-
mentalmente para a espécie humana, este estudo nos
auxilia no conhecimento da repercussao do diabetes na
prole durante a prenhez.!¥)
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Quanto aos parametros de funcao renal, observou-
-se que as fémeas, assim como os machos, apresentam
certo grau de disfunc¢ao renal que, associado a elevagao
da PA, pode vir a agravar o dano renal. Dados da litera-
tura sugerem que a disfuncao renal em filhotes de maes
diabéticas também pode estar associada a anormali-
dades do sistema renina-angiotensina,> bem como a
alteracoes na ativacao simpatica renal.(® Qutros meca-
nismos também podem contribuir para a elevacao da PA
neste modelo experimental.

CONCLUSAOQ

Fémeas submetidas a hiperglicemia intratutero apre-
sentaram elevacao dos niveis pressoricos, assim como
a prole masculina, todavia, em menor grau que os ma-
chos, além de certo grau de disfun¢ao renal. Estes re-
sultados, em conjunto com os dados da literatura, refor-
cam a necessidade de um acompanhamento rigoroso da
hiperglicemia durante a gestagao, visando prevenir as
alteracoes observadas experimentalmente na prole de
maes diabéticas.
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