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RESUMO

O diabetes gestacional é uma doenca que acomete mulheres gravidas e pode
afetar a prole, promovendo efeitos inflamatorios em seus 6rgdos. Sendo assim o
objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo da melatonina sobre citocinas pro-
inflamatérias nos rins da prole de ratas diabéticas, aos 30 e 60 dias de vida. Para
isto foram utilizadas 15 ratas albinas, com 90 dias de idade, divididas em 3 grupos:
Grupo controle (GC), grupo diabetes (GD), grupo diabetes melatonina (GDM). As
ratas foram induzidas ao diabetes durante a gestacdo através da estreptozotocina
com uma Unica dose de 60 mg/Kg, por meio administracéo intraperitoneal. Apés
inducao do diabetes foi administrado melatonina em injecdes diarias de 0,8 mg/Kg,
durante a gestacdo no GDM. Foram feitas analises morfometricas e
imunoistoquimicas para TNFa e IL-6 dos rins dos filhotes. Como resultados houve
marcacdes para as citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNFa em todos animais. A
analise da quantificacdo dessas citocinas revelou uma maior expressao nos rins
dos filhotes do grupo GD, diferindo significativamente dos demais grupos, que nao
diferiram entre si. A analise morfometrica dos rins revelou que os animais do grupo
GD apresentaram aumento do diametro e volume glomerular, e do diametro e
volume da capsula de Bowman, diferindo significativamente dos demais grupos.
Com isso pode concluir-se que o uso da melatonina resultou em efeito positivo
sobre a prole pois conseguiu manter 0os niveis normais de citocinas nos rins o que

por sua vez mostra que pode conter o efeito inflamatério da diabetes.

Palavras-chave: Glicotoxicidade, Diabetes, Citocinas, Melatonina, Gestacao.
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ABSTRACT

Gestational diabetes is a disease that affects pregnant women and can affect
their offspring, promoting inflammatory effects on their organs. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the action of melatonin on pro-inflammatory
cytokines in the kidneys of the offspring of diabetic rats, at 30 and 60 days of life.
For this, 15 albino rats, 90 days old, were used, divided into 3 groups: Control group
(CG), diabetes group (GD), diabetes melatonin group (GDM). The rats were
induced to develop diabetes during pregnancy using streptozotocin with a single
dose of 60 mg/kg, through intraperitoneal administration. After diabetes induction,
melatonin was administered in daily injections of 0.8 mg/kg, during pregnancy in the
GDM. Morphometric and immunohistochemical analyzes were performed for TNFa
and IL-6 in the pups' kidneys. As a result, there were stainings for the pro-
inflammatory cytokines IL-6 and TNFa in all animals. The analysis of the
guantification of these cytokines revealed a higher expression in the kidneys of the
puppies in the GD group, differing significantly from the other groups, which did not
differ from each other. The morphometric analysis of the kidneys revealed that the
animals in the GD group showed an increase in glomerular diameter and volume,
and in the diameter and volume of Bowman's capsule, significantly differing from
the other groups. Therefore, it can be concluded that the use of melatonin resulted
in a positive effect on the offspring as it managed to maintain normal levels of
cytokines in the kidneys, which in turn shows that it can contain the inflammatory

effect of diabetes.

Keywords: Glycotoxicity, Diabetes, Cytokines, Melatonin, Pregnancy.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus é uma doenca metabodlica que afeta a homeostase do
metabolismo de glicose, isso porque portadores da doenca sofrem com falta ou
ineficacia da insulina, trazendo ao corpo um quadro de hiperglicemia. Existe mais
de um tipo de diabetes, porém os mais incidentes sdo os de tipo 1 e tipo 2. A
diabetes tipo 2 apresenta como caracteristica a resisténcia a insulina e deficiéncia
parcial de secrecdo de insulina pelas células R do pancreas, o corpo apresenta
uma resposta diminuida a acdo da insulina gerando um aumento nos indices da
glicemia (DEFRONZO, 2009).

Além dessas, existe a diabetes gestacional, quadro que acomete mulheres
gestantes, que pode acontecer durante o periodo gestacional ou apos, esse quadro
€ consequéncia de acdes hormonais e alguns outros fatores. A diabetes
gestacional também apresenta disfungdo das células B e pode chegar a uma
resisténcia crbnica a insulina, com isso as mulheres afetadas tem uma
probabilidade maior de resisténcia a insulina do que as mulheres gravidas
saudaveis (CATALANO et al., 1999). A diabetes gestacional também pode gerar
problemas a prole, incluindo desenvolvimento de diabetes, obesidade infantil, parto
prematuro, etc. (SZMUILOWICZ; JOSEFSON; METZGER, 2019).

Os fatores que causam a diabetes séo variados entre eles estdo obesidade,
sedentarismo, o avanco da idade, fatores genéticos hereditarios, hipertenséo
arterial, tabagismo e a contaminacdo por covid 19 (SHARMA et al.,, 2022). Os
efeitos da diabetes também afetam alguns érgdos do corpo principalmente o
pancreas, o figado, o coracdo e os rins. O quadro de hiperglicemia afeta varios
sistemas do corpo trazendo muitos problemas como inflamac8es, mudancas de pH,
problemas cardiacos em decorréncia do estresse oxidativo causado ao corpo
(REAVEN, 2012).

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes
nas células. O desequilibrio dessa relacédo a favor dos pro-oxidantes pode levar a
danos celulares por interferir no estado de proteinas, lipidios e DNA, e tem sido
implicado na patogénese de muitas doencas, incluindo diabetes gestacional
(LAPPAS et al., 2011). Como resposta as inflamacdes, que sdo consequéncias do
estresse oxidativo causado pela diabetes nos 6rgaos, sao liberadas citocinas como

resposta (CALLE; FERNANDEZ, 2012). As citocinas possuem a funcao de auxiliar
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a resposta das células imunolégicas e funcionam como biomarcadores para a
presenca de inflamacédo (BURSKA; BOISSINOT; PONCHEL, 2014). Entre todas
podemos citar a IL-6 e a TNFa como citocinas pré-inflamatérias (BOSHTAM et al.,
2017). Dessa forma, testamos avaliamos a acdo da melatonina sobre os rins da
prole de ratas induzidas ao diabetes durante a gestacéo.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.Diabetes mellitus

A Diabetes Mellitus é uma doenca que afeta o metabolismo de agucar no
sangue, isto porque o portador da doenca sofre com a falta ou a ineficacia da
insulina trazendo ao corpo um quadro de hiperglicemia (ZACCARDI et al., 2016), a
diabetes pode ser causada por mais de um fator entre eles a obesidade, o
sedentarismo, ma alimentacao e fatores genéticos (WU et al., 2014).

Essa sindrome pode ser dividida em mais de um tipo sendo os principais o
tipo 1 e tipo 2. A primeira ocorre quando as células 3 do pancreas sdo destruidas
por acdo autoimune tornando assim o organismo insulinodependente, isso porque
0 pancreas vai produzir pouca insulina ou nenhuma, fazendo os indices de acgucar
aumentarem no sangue, 0 que traz a necessidade de administracdo exdgena de
insulina (GILLESPIE, 2006). A diabetes tipo 2 apresenta uma resisténcia dos
tecidos periféricos a acao da insulina, e também uma resposta inadequada das
células B do pancreas aos estimulos da glicose, trazendo como consequéncia uma
reducédo na massa de células B (GALICIA-GARCIA et al., 2020). Os portadores da
diabetes tipo 2 produzem quantidades normais de insulina durante o periodo de
jejum, porém, quando ha um aumento na carga de glicose a quantidade de insulina
secretada nado é suficiente para a sua metabolizacdo (RODEN; SHULMAN, 2019),
dificultando a absorcdo de glicose pelas células (STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN
HAEFTEN, 2005).

Com o progresso da doenca a insulina vai se tornando ineficaz na
manutencdo homeostatica da glicose trazendo consigo o aumento da glicemia.
Essa condicéo hiperglicémica comeca a afetar o pH sanguineo, pois na busca pela

glicose o corpo faz a cetogénese que tem como substrato os corpos cetbnicos que
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se acumulam no sangue alterando o pH, com essa variagcdo na acidez do
sangue os 6rgdos sofrem efeitos inflamatoérios entre eles o rim que é responsavel
pela filtracdo do sangue (CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017); (SCHWARTZ et
al., 2016).

Segundo a OMS a diabetes mellitus € uma doenca que com o passar do
tempo causa danos ao coragdo, vasos sanguineos, olhos, nervos e rins. Em 90%
dos casos de diabetes mellitus a prevaléncia séo do tipo 2. Como caracteristica da
progressédo da diabetes o corpo apresenta um quadro em que a homeostase da
glicose é incapaz de ser mantida pela insulina (WEYER et al., 1999). Além desses
problemas também existe a glucotoxicidade que é o termo usado para definir os
efeitos deletérios da hiperglicemia crénica no organismo (MOTA et al.,, 2016).
Como consequéncia da diabetes 0s vasos sanguineos e capilares apresentam
graves complicacbes entre elas retinopatia, neuropatia, nefropatia e doencas
cardiovasculares, e alteracbes na morfologia de alguns O6rgédos. Essas
complicacbes aumentam as chances de mortalidade (CHEN et al., 2022). Todos
esses efeitos podem ser causados pela glicotoxicidade,

Alguns dos fatores de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 séo
obesidade, sedentarismo, o avanco da idade, fatores genéticos hereditarios,
hipertensdo arterial, tabagismo e a contaminacdo por covid-19 (FLETCHER;
GULANICK; LAMENDOLA, 2002).

A obesidade cria um quadro inflamatério no corpo afetando as células 8 do
pancreas e aumentando a resisténcia do corpo a insulina, 0 acumulo de gordura
principalmente na regido abdominal estimula o aumento da producédo da insulina e
por conta do excesso, 0 corpo passa a resistir ao efeito da insulina (MAGGIO; PI-
SUNYER, 2003). J4 o sedentarismo contribui para o desenvolvimento da
obesidade sendo também um fator de risco para a diabetes tipo 2 (BLUHER, 2019).
Pessoas acima de 45 anos tem facilidade de desenvolver esta doenca pois o
envelhecimento traz mudancas metabdlicas que podem facilitar a diabetes se
desenvolver (BELLARY et al., 2021) além desses, o tabagismo também é um fator
pois diminui o controle glicémico do corpo. Fatores de hereditariedade e genéticos
também predispdem a condi¢do da doenca. E uma doenca que tem aumentado a
sua incidéncia com o passar dos anos de acordo com a World Health Organization

Cerca de 422 milhdes de pessoas em todo o mundo tém diabetes, a maioria
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vivendo em paises de baixa e média renda, e 1,5 milhdo de mortes séo
diretamente atribuidas ao diabetes a cada ano. Tanto o0 nUmero de casos quanto a
prevaléncia de diabetes tém aumentado constantemente nas Ultimas décadas. No
Brasil sédo cerca de 15,8 milhdes de pessoas que estdo com diabetes (“Dados-
Epidemiologicos-SBD_comT 1Dindex.pdf”, [s.d.]).

2.2.Diabetes gestacional

Diabetes gestacional é uma condicdo metabdlica em que os horménios
gestacionais causam ao corpo um aumento na resisténcia a insulina, essa
resisténcia gera hiperglicemia (ALFADHLI, 2015). No caso da gestacao a placenta
secreta hormdnios e adipocinas que diminuem a efetividade da insulina para que o
feto tenha uma oferta maior de alimento, isto porque a nutricdo do feto depende
totalmente da placenta, causando esse efeito em que a gestante precise produzir
mais insulina que o habitual para controlar os niveis de agucar no sangue. Quando
ndao ha o equilibrio necessario a gestante chega a desenvolver diabetes
(BARBOUR et al., 2007).

Existem casos de pré-diabetes antes da gestacao que facilitam ainda mais o
desenvolvimento, além disso, a idade avancada e a obesidade s&o outros
causadores dessa sindrome gestacional (LENDE; RIJHSINGHANI, 2020). A
diabetes gestacional apresenta outros problemas além da propria hiperglicemia que
seria hipertenséo arterial, pré-eclampsia e eclampsia, também existe o risco de um
parto prematuro (HAPO STUDY COOPERATIVE RESEARCH GROUP et al.,
2008). Além de problemas para a gestante, a diabetes gestacional também possui
efeitos na prole entre eles o aumento no transporte placentario de glicose,
aminoacidos e acidos graxos algo que estimula a producédo de insulina e fator de
crescimento podendo trazer como consequéncia um supercrescimento fetal,
podendo resultar em macrossomia no nascimento (SCHWARTZ et al., 1994).

A producao excessiva de insulina por parte do feto pode gerar um estresse
as células B do pancreas que estdo se desenvolvendo, algo que pode acarretar no
recém-nascido um quadro de resisténcia a insulina. Outra consequéncia no feto
pode ser o enfeito contrario gerando um quadro de hipoglicemia, facilitando
problemas como leséo cerebral e aumenta o risco de um natimorto (LANGER et al.,

2005). De acordo com a International Diabetes Federetion Em 2021, cerca de 21,1
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milhdes de nascidos vivos tiveram algum tipo de hiperglicemia durante a gravidez.
A condigdo é mais comum em paises de baixa e média renda com acesso limitado

a cuidados maternos.

2.3.Rins

O rim é um 6rgado do sistema urinario, cuja principal funcdo é controlar a
concentracdo de substancias como agua e sais minerais no sangue, esse controle
é feito com a remocédo de toxinas e impurezas presentes no sangue (WALLACE,
1998). A medida que os rins filtram o sangue, eles absorvem as substancias que
sdo tdxicas ao corpo como uréia, aménia e acido Urico, transformando-as em urina
(LARINA et al., 2013).

As altas concentragcfes dessas substancias podem causar uma variedade de
problemas ao organismo e até levar ao 6bito. Os rins também s&o essenciais no
controle da pressao arterial. Através da remocdo do excesso de eletrdlitos, como
célcio, potassio, sédio, magnésio, fosfatos, bicarbonatos e outros sais inorganicos
gue é feito esse controle. Filtracdo e reabsorcdo também ajudam a manter o
equilibrio do pH (DE GROAT; YOSHIMURA, 2015).

Com relacdo a anatomia dos rins eles sdo um par de o6rgdos que tem um
formato de feijao, o rim direito esta localizado na regido posterior da cavidade
abdominal, com o rim esquerdo estando numa regido acima de onde esta o rim
direito que fica logo abaixo do diafragma e posterior ao figado, a esquerda abaixo
do diafragma e posterior ao baco (SAMPAIO, 2000). Esses 6rgaos em suas partes
superiores sado parcialmente protegidos pelas costelas inferiores e séo
completamente envolvidos por um tecido conjuntivo fiboroso chamado de cépsula
renal, que é responsavel por dar resisténcia. Aderido a superficie de cada rim ha
duas camadas de gordura para ajudar a amortecé-los que sao a gordura perirrenal
e a fascia renal (MAHADEVAN, 2019).

Quanto a sua morfologia podem ser divididos em cortex renal, medula renal
e pelve renal. Dentro do cortex e da medula estdo presentes os néfrons que séo
unidades de filtragem individuais (FORD VERSYPT et al., 2015) (ROMAGNANI et
al., 2017).

O cortex é todo espaco entre a medula e a capsula externa, a medula renal

fica entre o cOrtex e a pelve contém a maior parte do comprimento dos néfrons, 0s
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néfrons sdo os principais componentes funcionais do rim, pois sdo 0s responsaveis
diretos pela filtragem do fluido do sangue. A pelve é a responsavel por conectar o
rim aos sistemas circulatério e nervoso, e ao resto do corpo (RAYNER; THOMAS;
MILFORD, 2016), o cértex é irrigado por arteriolas e vénulas da artéria e veia
renais, também por capilares glomerulares, para perfundir os néfrons do rim (FORD
VERSYPT et al., 2015) o cértex também produz a eritropoetina que € um horménio,
serve para a sintese de globulos vermelhos (JELKMANN, 2016).

A medula é composta pelas piramides renais que sdo as estruturas que
contém os néfrons. A pelve renal é a regido que contém o hilo, a parte céncava da
forma de feijdo, lugar onde transitam os vasos e nervos renais e por onde saem 0s
ureteres que conduzem a urina para fora do corpo. A pelve renal tem a funcéo de
conectar o rim ao resto do corpo (DAWOOD, 2022).

Na extremidade dos néfrons hd uma estrutura que possui um formato de
copo chamada capsula de Bowman. Esta capsula envolve um conjunto de
capilares chamado glomérulo, que é o responsavel por transportar o sangue das
artérias renais para os néfrons, onde o plasma é filtrado através da capsula. Depois
de entrar na capsula, o filtrado percorre o tibulo proximal até a alca de Henle e
depois flui para o tubulo distal e os dutos coletores seguindo ao ureter. Cada um
dos diferentes componentes dos néfrons possuem uma permeabilidade seletiva
com relacéo as moléculas e permite a regulacdo das concentracfes de agua e ions
no corpo (CORTINOVIS et al., 2022).

2.4.Citocinas

As citocinas sdo moléculas que tem a funcdo de sinalizar e regular as
respostas imunes e inflamatdrias do corpo através de redes de comunicacao do
sistema imunoldgico (LIU et al., 2021). Elas sao proteinas que possuem baixo peso
molecular, glicoproteinas e peptideos e sao secretadas por varios tipos de células
entre elas os mastocitos, macréfagos, neutréfilos, leucdcitos, células estromais,
linfocitos, células natural killer e células T (O'SHEA; MURRAY, 2008) também
podem atuar em varias células diferentes, além disso uma mesma citocina pode
ser produzida em células diferentes (HIRANO, 1999).

Podemos classificar as citocinas em: Fatores de necrose tumoral (TNFs),

Interleucinas  (ILs), Linfocinas, Monocinas, Interferons (IFNs), Fatores
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estimuladores de coldnias (CSFs), Fatores transformadores de crescimento (TGFSs)
e Quimiocinas (SPRAGUE; KHALIL, 2009).

Também podem ser classificadas em pro-inflamatérias e anti-inflamatorias,
as pré-inflamatérias estdo envolvidas na regulacdo positiva de reacbes
inflamatérias, as anti-inflamatdrias estdo envolvidas na regulacdo negativa. Entre
as proé-inflamatérias podemos citar TNF-a, IL-1 e IL-6 e entre as anti-inflamatorias
IL-4, IL-10, IL-13, IFN-a e TGF-B, as principais fontes de producdo sido os
macrofagos (TEDGUI; MALLAT, 2006).

O mecanismo de acédo das citocinas ocorre com a ligacéo delas a receptores
especificos que se localizam nas superficies das membranas das células-alvo. A
ligacdo gera alteracbes dentro das células atraves da ativacdo de vias de
transducédo. O sinal inicial da citocina é amplificado por sistemas do tipo segundo
mensageiro, em que se incluem o AMP-c, a fosfocinase A, as fosfolipases e outros
(KULBE et al., 2012).

2.5. Melatonina

A melatonina € um horménio produzido pelo corpo na glandula pineal, é
conhecido como horménio do sono pois tem a funcéo de regular os ciclos de sono
no corpo (CUPP, 1997). Foi descoberta em 1958 por Aaron Lerner e retirada da
glandula pineal bovina. Além da glandula pineal existem outros lugares que pode
se encontrar a melatonina entre eles a retina, pele, células da medula Ossea,
linfocitos, plaquetas, glandula Harderiana, cerebelo e no trato gastrointestinal
(SLOMINSKI; WORTSMAN; TOBIN, 2005). Segundo (BUBENIK, 2002) A
concentracdo de melatonina nos tecidos gastrointestinais supera 0s niveis
sanguineos em 10-100 vezes e ha pelo menos 400x mais melatonina no trato
gastrointestinal do que na glandula pineal (TORDJMAN et al., 2017).

A sintese de melatonina é feita pelos pinealdcitos a partir triptofano que é um
aminoacido, ele € hidroxilado pela triptofano-5-hidroxilase e depois descarboxilado
se tornando em serotonina. Somente através de uma acao enzimatica a serotonina
é transformada em melatonina (AXELROD; WEISSBACH, 1960). Através de duas
enzimas a serotonina é sintetizada em melatonina, logo em seguida é liberada na

circulagéo para ser distribuida para os tecidos (TAN et al., 2015).
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O mecanismo de agdo da melatonina esta ligado as vias moleculares
diferentes, os receptores da membrana celular em que a melatonina se liga
determinam o efeito do hormonio sobre a célula (ZHAO et al., 2019). A principal
funcao fisiolégica da melatonina é transmitir informacgfes sobre o ciclo diario de luz
e escuriddo para as estruturas do corpo (CLAUSTRAT; LESTON, 2015), além
dessa fungéo a melatonina possui outros efeitos fisiolégicos como a diminui¢do do
estresse oxidativo e promove ao corpo a desintoxicacdo de radicais livres,
formacdo e protecdo Ossea, reproducdo e regulacdo cardiovascular, protecao
cerebral ou gastrointestinal, distlrbios psiquiatricos, doencas cardiovasculares e
efeitos oncostaticos (REITER et al., 2016).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo da melatonina sobre citocinas pro-inflamatdrias nos rins da

prole de ratas diabéticas, aos 30 e 60 dias de vida.
3.2.Objetivos Especificos

3.2.1. Analisar imunohistoquimicamente as citocinas pré-inflamatérias TNFa

e IL6 nos rins da prole de ratas diabéticas;

3.2.2. Analisar morfometricamente os rins da prole de ratas diabéticas.

4. METODOLOGIA

Foram utilizadas 15 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias
de idade, virgens, pesando aproximadamente 200g, da linhagem Wistar,
procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os animais foram
confinados em gaiolas e mantidos com alimentacdo e agua ad libitum,
permanecendo no biotério a temperatura de 22°C e iluminacao artificial, produzida
por lampadas fluorescentes (marca Phillips, modelo luz do dia, 40W),
estabelecendo o fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o
periodo de luz das 06:00 as 18:00 horas.
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Ap6s um periodo de adaptacdo de sete dias, foram realizados esfregacos
vaginais para a determinacdo do ciclo estral. Os animais que apresentarem trés
ciclos estrais consecutivos regulares foram submetidos a pinealectomia e mantidos
sob diferentes fotoperiodos, sendo para isso, divididos, ao acaso, em trés grupos,
com cinco fémeas cada, e de cada uma das fémeas foram separadas a prole de

acordo com 0S grupos.

Grupo | — neonatos (n=12) nascidos de matrizes nao diabéticas, mantidos
em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e eutanasiados apés 30 e 60 dias de vida

para andlise dos rins;

Grupo Il - neonatos (n=12) nascidos de matrizes induzidas ao diabetes
durante a gestagéo, mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e eutanasiados

apos 30 e 60 dias de vida para analise dos rins;

Grupo lll - neonatos (n=12) nascidos de matrizes induzidas ao diabetes
durante a gestacao e tratadas simultaneamente com melatonina, mantidos em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas e eutanasiados apos 30 e 60 dias de vida para analise

dos rins.

4.1. Acasalamento dos animais e diagnostico da prenhez

As fémeas que estavam ciclando foram acasaladas na propor¢cdo de um
macho para duas fémeas, sempre no inicio da noite (18:00h). Na manha (06:00h)
do dia seguinte, foram realizados exames colpocitolégicos para a confirmacéo do
acasalamento, tomando-se como parametro a presenca de espermatozoéides nos
esfregacos. Essas laminas foram imediatamente mergulhadas em uma solucéo de

alcool-éter, em partes iguais, e depois, foram coradas pelo método Shorr-Harris.

4.2.Inducéo do Diabetes Gestacional

foi induzido, ap6s confirmacdo do acasalamento, por meio administracédo
intraperitoneal de solugédo de estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) apos
jejum alimentar de 14 horas. A estreptozotocina foi diluida em tamp&o citrato de

sédio a 10 mM e pH 4,5, na dosagem Unica de 60 mg/kg de peso do animal. Os
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animais ndo diabéticos (grupo controle) receberam da mesma forma, doses
equivalentes de solucéo salina e decorridos 30 minutos da administracao todos os
animais serao alimentados normalmente (Dall’ago et al., 2002). Foram incluidos no
estudo apenas as fémeas que apresentarem glicose sanguinea acima de 200
mg/dL (Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ), para inicio do tratamento com a

melatonina.

4.3. Tratamento com Melatonina

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) foi administrada em injecdes diarias de 0,8 mg/Kg, por toda a gestacdo. A
melatonina foi dissolvida em 0,2 mL de etanol e diluida em 0,8mL NaCl a 0,9%. As
injecdes aplicadas via intraperitoneal, sempre no periodo das 18:00 as 19:00h. Esta
dose é comparavel a dosagem humana (9 mg/kg), a qual foi convertida com base
na area de superficie do corpo (Paget; Barne, 1994; Moustafa et al., 1999; Abd-
Allah et al., 2003).

4.4.Microscopia de Luz

Foram utilizados dez filhotes aos 30 e 60 dias de vida de cada grupo
experimental. Os filhotes serdo anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80
mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via intramuscular. Apds, foi realizada a abertura
da cavidade abdominal desde o pubis até o rebordo das costelas para a coleta dos
rins. Apoés a coleta foi realizada a eutanasia com aprofundamento da anestesia até
dose letal. Fragmentos dos rins foram mergulhados em formol tamponado,
permanecendo no mesmo por 48 horas. ApOs esses procedimentos foram
desidratados em alcool etilico (concentracfes crescentes), diafanizados pelo xilol,
impregnados e incluidos em “paraplast”. A seguir, os blocos foram cortados em
micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustado para 5 um. Em sequéncia, 0s
cortes foram submetidos a técnica de coloracao pela hematoxilina - eosina (H. E.) e
analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e fotografados em
microscépio OLYMPUS BX-50.
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4.5. Andlise imunohistoquimica

Para analise imunohistoquimica, as laminas foram desparafinizadas e
reidratadas em xilol e alcodis. A recuperacao antigénica sera realizada através de
uma solucéo de tampao citrato (pH 8.0) em alta temperatura no microondas por 5
minutos. A peroxidase enddgena foi inibida através de uma solucao de perdxido de
hidrogénio (3%) em metanol. A reacdo antigeno-anticorpo inespecifica foi
blogueada através da incubacdo das laminas em PBS e albumina sérica bovina
(BSA) 5% durante uma hora. Todos os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, EUA) foram diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora.
Subsequentemente, as laminas foram tratadas com o anticorpo secundario por
trinta minutos. A reacdo antigeno-anticorpo foi observada através de um
precipitado marrom apos aplicagdo de 3,3 diaminobenzidina por quatro minutos e
contracorados com hematoxilina. As imagens foram capturadas por meio de
camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as quais foram
submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificacdo por meio de Histograma
RGB (Red-Green-Blue), o qual se baseia na intensidade de luminescéncia onde os
tons dos pixels da imagem variam de 0 a 255, sendo que o tom O representa o
escuro absoluto (menor luminescéncia), enquanto que o tom 255, representa o

branco absoluto (maior luminescéncia) (Oberholzer et al., 1996; Lee et al., 2001).

4.6. Analise morfométrica

Para a analise morfométrica dos rins, foram utilizadas trés laminas de cada
grupo e analisados dez glomérulos em cada lamina. As medidas foram restritas aos
glomérulos que demonstraram, num Unico corte, os pélos vascular e urinario. Essa
disposicao indica a seccédo coincidente com a regido equatorial do glomérulo. Para
as mensuracfes foram utilizados os glomérulos selecionados ao acaso. A captura
da imagem foi efetuada através de camera de Video Sony®, acoplada ao
microscépio Olympus® Bx50. A morfometria foi realizada através de aplicativo
Morfometria de Linhas, calibrado em micrémetros, associado ao programa
Optimas® 6.2 para Windows. Para a obtencdo da area glomerular o cursor foi
posicionado na area central do glomérulo, estabelecendo-se, a partir dai, uma linha
circular externa, coincidente com os limites do tufo glomerular. Para mensuragéo

da capsula de Bowman foi adotado a mesma metodologia (Akaoka et al., 1994). O
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volume glomerular e da capsula de Bowman, foi calculado de acordo com os
critérios preconizados por Pagtalunan et al. (2000). Para essa estimativa, utilizou-
se a equacao 4/3mr3, destinada ao calculo do volume da esfera, na qual “r

representa o raio.

4.7. Anélise estatistica

Para a comparacdo dos dados morfométricos foram realizadas a Analise de
Variancia, quando significante esta foi complementada pelo teste de Comparacdes
Multiplas de Tukey e Kramer. Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1.Imunohistoquimica

Houve marcacédo para as citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNFa nos rins dos
filhotes de matrizes induzidas ou n&o ao diabetes durante a gestacao, tanto aos 30
como aos 60 dias de vida. Essa marcagdo predominou principalmente nos
glomérulos renais (Figuras 1 e 2). A analise da quantificacdo dessas citocinas,
revelou uma maior expressdo nos rins dos filhotes do grupo GD, diferindo

significativamente dos demais grupos, que nao diferiram entre si (Figuras 3 e 4).

5.2. Analise morfométrica

A analise morfometrica dos rins revelou que os animais do grupo GD
apresentaram aumento do didametro e volume glomerular, e do diametro e volume
da capsula de Bowman, diferindo significativamente dos demais grupos (Tabelas 1

e 2).
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Figura 1. Imunohistoquimica para o IL-6 nos rins dos filhotes dos grupos
experimentais aos 30 (A, Be C) e 60 (D, E e F) dias de vida. Ae D (GC), Be E
(GD), C e F (GDM). Verificar marcacdo em todos 0s grupos, sendo mais expressiva
no grupo GD (B e E).
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Figura 2. Imunohistoquimica para o TNFa nos rins dos filhotes dos grupos
experimentaisaos 30 (A, B e C) e 60 (D, E e F) dias de vida. Ae D (GC), Be E
(GD), C e F (GDM). Verificar marcacdo em todos 0s grupos, sendo mais expressiva
no grupo GD (B e E).
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489  Kramer (p<0,05).
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490 Tabela 1. Média + desvio padrao do didmetro do glomerular (DG), volume do glomérulo

491 (VG) e diametro (DCB) e volume (VCB) da cépsula de Bowman dos rins dos filhotes dos

492  grupos experimentais, aos 30 dias de vida.

Grupos DG (um) VG (x 10° um3) DCB (um) VCB (x 10° pum?)
GC 45,76 £+ 2,61b 2,76 £ 0,31b 51,32 +1,68b 3,70 £0,14b
GD 63,12 +1,092 4,33+0,162 63,89 + 2,73a 4,98 + 0,05a

GDM 43,43 +2,45b 2,62 +0,22b 49,08 + 3,23b 3,09 +0,87b
P 0,0011 0,0105 0,0222 0,0114

493 Medias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem significativamente entre

494  sipelo teste de Comparacdes Multiplas de Tukey e Kramer (p<0,05).

495

496 Tabela 2. Média + desvio padrédo do diametro do glomerular (DG), volume do glomérulo

497 (VG) e diametro (DCB) e volume (VCB) da capsula de Bowman dos rins dos filhotes dos

498 grupos experimentais, aos 60 dias de vida.

Grupos DG (um) VG (x 10° um?3) DCB (um) VCB (x 10° pm?)
GC 55,21 +3,56b 3,44 £0,19b 53,23 +1,41b 4,50 +0,11b
GD 66,18 + 1,122 4,48 + 0,542 64,54 + 2,02a 5,89 +0,72a

GDM 53,79+2,29 3,16 £0,51b 51,93+ 2,51b 4,23 + 0,69b
P 0,0302 0,0412 0,0055 0,0106

499 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem significativamente entre

500 sipelo teste de Comparacdes Multiplas de Tukey e Kramer (p<0,05).

501
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6. DISCUSSAO

O diabetes gestacional é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como sendo um dos tipos de diabetes mellitus (SWEETING et al., 2022).
Essa diabetes tem efeitos na prole em que pode tornar os filhotes diabéticos ou
mais suscetiveis a essa doenca (SHASHIKADZE et al., 2021). Neste trabalho os
resultados obtidos mostram houve marcagéo das citocinas TNFa e IL-6 no grupo
GD tanto nos de 30 quanto de 60 dias, mostrando a persisténcia dos efeitos
mesmo com o passar do tempo. O aumento dos niveis destas citocinas €
consequéncia das ac¢fes inflamatoérias causadas pelo diabetes, essas inflamacfes
sdo uma resposta imuneo (CHEN et al., 2017; BONI-SCHNETZLER; MEIER,
2019), que se ligam a receptores especificos e sinalizam ao sistema imunolégico
do corpo (CALLE; FERNANDEZ, 2012; AKBARI; HASSAN-ZADEH, 2018). As
inflamacgdes sdo consequéncias dos disturbios metabdlicos que foram causados ao
ciclo da glicose, trazendo uma glicotoxicidade como consequéncia da
hiperglicemia. Esse aumento da glicose gera um grande estresse oxidativo nas
células que sao afetadas e por todo o corpo, além de uma liberacdo de radicais
livres que ndo sdo absorvidos pelo corpo (DARENSKAYA; KOLESNIKOVA;
KOLESNIKOV, 2021).

Nos rins dos animais do GDM verificou-se que 0s niveis dessas citocinas nao
se diferenciaram em relacdo ao grupo GC, sugerindo uma grande eficacia da
melatonina na prevencao dos efeitos inflamatorios e de oxidacdo causados pela
diabetes. Tordjman et al., (2017), observaram as propriedades da melatonina em
absorver radicais livres, devido aos seus efeitos antioxidantes e antinflamatoérios
(CHITIMUS et al., 2020). Assim, podemos inferir que a melatonina foi capaz de
prevenir o aumento dos indices de citocinas pro-inflamatorias e reduzir o nivel de
inflamacéo causados pela diabetes as células renais, provalvemente neutralizando
os radicais livres e prevenindo a glicotoxicidade materna (REITER et al., 2016;
ANTON et al., 2021).

Com relacdo as analises morfometricas, verificou-se que houve aumento no
volume glomerular e da capsula de bowman no grupo GD tanto nos animais com

30 de vida, quanto nos de 60 dias. Esse aumento ocorre como consequéncia da
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diabetes que gera esse aumento por causa da glicotoxicidade que gera acumulo e
reservas de proteinas plasmaticas aumentando o tamanho dos glomérulos
(ALICIC; ROONEY; TUTTLE, 2017). Diferente do GD o GDM nao apresentou
mudancas morfométricas em relagcao ao grupo controle, isto porque as proprieadas
da melatonina preveniram esse efeito da hiperglicemia, permitindo que os
gromeluros e a capsula de bawman permancesse em seu tamanho natural (TANG
et al., 2022).

7. CONCLUSAO
Podemos concluir que a melatonina previne alteracbes renais na prole de
ratas induzidas ao diabetes durante a gestacdo, podendo ser uma promissora

alternativa no tratamento do diabetes materno no periodo gestacional.
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