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Resumo 

 

Objetivo: Avaliar os efeitos do diabete moderado nos parâmetros reprodutivos 

maternos e no desenvolvimento placentário-fetal em ratas Wistar. Metodologia: 

No dia do nascimento, 147 ratas Wistar foram distribuídas aleatoriamente em 

dois grupos experimentais: Grupo não-diabético (Controle, n=45) - recebeu o 

veículo; Grupo diabético (STZ, n=102) - recebeu 100 mg streptozotocin/kg. Na 

fase adulta, as ratas foram acasaladas e, no dia 0 de prenhez, foram incluídas 

ratas controle que apresentassem glicemia abaixo de 120 mg/dL e, para o 

grupo diabete moderado, glicemia entre 120 e 300 mg/dL. Em diferentes 

momentos da prenhez, glicemia e peso corpóreo foram verificados. No 21º dia 

de prenhez, as ratas foram anestesiadas para coleta de sangue para dosagem 

de insulina e, em seguida, foi realizada laparotomia para retirada e pesagem 

dos fetos e placentas. Os dados maternos e fetais foram analisados por Two-

way ANOVA seguida do Teste t. Os recém-nascidos (RN) foram classificados 

em pequenos, adequados e grandes para idade de prenhez e as comparações 

entre os grupos foram realizadas segundo o Teste de Qui-quadrado. As ratas 

STZ apresentaram glicemias maiores nos dias 0 e 14 de prenhez, menor 

número médio de fetos vivos, implantações e de corpos lúteos, aumento nas 

taxas de perdas embrionárias pós-implantação, no peso placentário e na 

proporção de RN pequenos (PIP) e grandes (GIP) para idade de prenhez, 

redução de RN AIP e inalteração nas concentrações de insulina. Portanto, o 

diabete de intensidade moderada alterou a glicemia materna no início da 

prenhez, que deflagrou alterações no organismo materno e/ou no 

desenvolvimento inicial do embrião, afetando sua implantação e futuro 

desenvolvimento placentário e fetal. 

 

 

Palavras-chave: desempenho reprodutivo, diabete, streptozotocin (STZ), 

prenhez, feto, placenta. 



Abstract 

 

Aim: To evaluate the mild diabetes effects on the maternal reproductive 

outcome and placental-fetal development in female Wistar rats. Methodology: 

At the birth day, 147 female rats were randomly distributed in two experimental 

groups: 1) Non-diabetic Group (Control, n=45) - received the vehicle; 2) 

Diabetic Group (STZ, n=102) - received 100 mg streptozotocin/kg. At the adult 

phase, the female rats were mated and, at the day 0 of pregnancy, they were 

included in the control group when presented glycemia below 120 mg/dL and, in 

the group STZ when showed glycemia between 120 and 300 mg/dL. In different 

moments of the pregnancy, glycemia and body weight were verified. At day 21 

of pregnancy, the rats were anaesthetized to collect blood samples for insulin 

determination and, soon afterwards, the laparotomy was carried out to withdraw 

and weigh the fetuses and placentas. The maternal and fetal dates were 

analyzed by Two-way ANOVA followed by t Test. The newborns (NB) were 

classified in small, appropriate and large for gestational age and the 

comparisons between the groups were accomplished according to Qui-square 

Test. Rats STZ presented higher glycemia at days 0 and 14 of pregnancy, lower 

numbers of alive fetuses; implantations and corpora lutea; increased rate of 

embryonic losses, placental weight and proportion of small NB (SGA) and large 

(LGA); reduced rate of AGA NB and unaltered insulin concentrations. 

Therefore, the mild diabetes altered the maternal glycemia in the early 

pregnancy, which caused changes in the maternal organism and/or in the early 

development of the embryo, impairing its implantation and future placental and 

fetal development.  

 

 

Key-words: reproductive outcome, diabetes, streptozotocin (STZ), pregnancy, 

fetus, placenta.  

 



Lay Summary  

 

Women with disorders of glucose tolerance are associated with increased 

maternal and perinatal morbity, as spontaneous abortions, neonatal morbility 

and mortality. There are several experimental models to reproduce Diabetes 

mellitus type 2 and gestational state. To reproduce these diabetes types, the 

animals should present a mild diabetes (glycemia between 120 and 300 mg/dL). 

However, the obtained results are divergent such as glycemic levels, presence 

of macrosomic fetus and placental weights. Besides, studies on the 

repercussions of the mild diabetes on the maternal reproductive outcome and 

placental-fetal development are required. Then, this investigation aimed to 

evaluate the effects of the mild diabetes on the maternal reproductive outcome 

and on the placental-fetal development in female rats. At birth day, 147 female 

rats were randomly distributed in two experimental groups: 1) Non-diabetic 

Group (Control, n=45) - received no diabetogenic agent; 2) Diabetic Group 

(STZ, n=102) - received diabetogenic chemical (streptozotocin). In the adult 

phase, the female rats were mated. At day 0 of pregnancy, the rats presenting 

glycemia below 120 mg/dL were considered as control and, for the Diabetic 

group, glycemia between 120 and 300 mg/dL. At final of the pregnancy, the 

female rats were anesthetized for blood collection for insulin determination and 

for obtaining of the fetuses (NB) and placentas. Rats STZ presented higher 

glycemia at days 0 and 14 of pregnancy, lower number of NB, implantations 

and corpora lutea, increased placental weight, higher rates of embryonic losses 

after implantation and of proportion of small NB and large NB for gestational 

age, lower proportion of large NB and unaltered insulin concentrations. 

Therefore, the mild diabetes model altered the maternal glycemia at early 

pregnancy, which altered the maternal organism and/or the early embryonic 

development, impairing its implantation and future placental and fetal 

development.   
 

 

 

 



1. Introdução 

 

 O prejuízo no desempenho reprodutivo é uma conseqüência conhecida 

da síndrome diabética em muitas espécies de mamíferos, incluindo humanos. 

Dependendo da severidade da condição diabética, a gestação é 

freqüentemente prejudicada. Anovulação, alteração do padrão do ciclo estral, 

recrutamento folicular diminuído, insensibilidade à terapia com gonadotrofina 

exógena, depressão da esteroidogênese e atrofia ovariana ocorrem em 

associação com o estado diabético (Chieri et al., 1969; Kirchick et al., 1978; 

Vomachka & Johnson, 1982; Garris et al., 1986). 

 Mulheres com desordens de tolerância à glicose são associadas com 

aumento da morbidade materna e perinatal (Pfarrer et al., 1999), como abortos 

espontâneos, morbidade e mortalidade neonatais (Freinkel, 1980; Eriksson, 

1984; Sadler et al., 1988). A melhora do controle glicêmico durante a gestação 

diminui a incidência de abortos espontâneos e malformações congênitas em 

crianças de mulheres diabéticas (Doblado & Moley, 2007). No entanto, estudos 

clínicos têm demonstrado que, apesar disso, essas mulheres continuam 

apresentando complicações três a cinco vezes mais durante a gestação 

comparadas às gestantes sem a patologia (Reece & Eriksson, 1996; Casson et 

al., 1997; Baccetti et al., 2002; Ivanisevic et al., 1999; Greene, 1999; El-Sayed 

& Lyell, 2001). Isto sugere que o diabete materno tem efeito permanente e 

irreversível sobre a reprodução (Doblado & Moley, 2007).  

  Na espécie humana e nos roedores, a implantação embrionária e a 

formação da placenta funcional são etapas essenciais para o estabelecimento 

da gestação e sobrevivência do embrião/feto no ambiente intra-uterino. A 



disfunção placentária contribui para o aumento da freqüência de complicações 

fetais nas gestações diabéticas (Daskalakis et al., 2008). 

 Modelos animais têm sido desenvolvidos para melhor entendimento do 

diagnóstico, patologia e tratamento do diabete. Para mimetizar o quadro clínico 

do diabete tipo 1 mal-controlado, são utilizados modelos experimentais para 

obtenção do diabete grave (glicemia>300 mg/dL) (Damasceno et al., 2002; 

Eriksson et al., 2000, 2003; Rudge et al., 2007; Volpato et al., 2008). As 

complicações que afetam mãe e feto decorrentes deste tipo de diabete são 

bem conhecidas. Além disso, existem outros modelos que foram desenvolvidos 

para mimetizar o estado do diabete tipo 2 e gestacional. Em animais de 

laboratório, estes tipos de diabete são classificados como diabete moderado 

(glicemia entre 120 e 300 mg/dL). Dentre esses modelos, ressalta-se a 

administração de diferentes doses de streptozotocin durante o período neonatal 

(Portha et al., 1974; Bonner-Weir et al., 1981; Triadou et al., 1982; Portha & 

Kergoat 1985; Tsuji et al., 1988) ou a injeção de streptozotocin durante a 

prenhez (Oh et al., 1988, 1991; Gelardi et al., 1990; Merzouk et al., 2000, 2001, 

2002; Lopez-Soldado & Herrera, 2003; Caluwaerts et al., 2003; Soulimane-

Mokhtari et al., 2005). No entanto, os resultados obtidos são divergentes no 

que se refere à glicemia, presença de macrossomia fetal e pesos das 

placentas. Além disso, não existem estudos sobre as repercussões do diabete 

moderado no desempenho reprodutivo e desenvolvimento placentário e fetal. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do diabete moderado 

nos parâmetros reprodutivos maternos e no desenvolvimento placentário-fetal 

em ratas Wistar. 

 



2. Materiais e métodos 

 

2.1 Animais e grupos experimentais 

Foram utilizadas ratas recém-nascidas da linhagem Wistar, fornecidas e 

mantidas no Biotério do Laboratório de Pesquisa Experimental de Ginecologia 

e Obstetrícia (Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp) sob condições 

controladas de temperatura (22  2ºC), umidade (70  10%) e ciclo claro/escuro 

(12h), com água filtrada e ração ad libitum. No dia do nascimento, as ratas 

foram distribuídas aleatoriamente em dois grupos experimentais: não-diabético 

(Controle) e diabético (STZ). Todos os procedimentos realizados neste 

experimento foram aprovados pelo comitê de ética local (Protocolo Número 

543). 

 

2.2 Indução do diabete 

O diabete foi induzido no 1º dia de vida por administração subcutânea 

de streptozotocin (STZ - SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO), na dose 

de 100 mg/kg de peso corporal diluído em 0,1 mol/l de tampão citrato (pH 4,5) 

(Portha et al., 1974 e Tsuji et al., 1988 modificados). As ratas do grupo Controle 

receberam volume do veículo (tampão citrato) correspondente ao do grupo que 

recebeu a droga diabetogênica. Após a indução, as ratas foram mantidas com 

suas mães (máximo de oito fêmeas) até o término do período de amamentação 

(21 dias). Ao final deste período, as mães foram mortas por inalação de dióxido 

de carbono e as descendentes foram mantidas no Biotério do Laboratório de 

Pesquisa Experimental de Ginecologia e Obstetrícia sob condições 

controladas. 



2.3 Período de acasalamento 

Durante a vida adulta dos animais (110 dias de vida), foi iniciada a fase 

de acasalamento com duração máxima de 15 dias. A presença de 

espermatozóides e diagnóstico da fase estro do ciclo estral foi considerado dia 

zero (0) de prenhez. Foram incluídas no estudo somente as ratas do grupo STZ 

que apresentaram valores glicêmicos entre 120 mg/dL e 300 mg/dL (diabete 

moderado) (Calderon et al., 1999; Merzouk et al., 2000) e ratas do grupo 

Controle com glicemia < 120 mg/dL no dia 0 de prenhez. 

 

2.4 Período de prenhez 

  

 2.4.1 Glicemia 

 Durante a prenhez, as fêmeas foram mantidas em gaiolas individuais. 

Nas manhãs dos dias 0, 7, 14 e 21, a glicemia das ratas foi determinada em 

glicosímetro específico (One Touch Ultra – Johnson & Johnson) e os valores 

foram expressos em miligramas por decilitro (mg/dL). 

 

 2.4.2 Insulina plasmática e desempenho reprodutivo materno 

 No dia 0 e no 21º dia de prenhez, as ratas foram pesadas para cálculo 

do ganho de peso materno (peso final – peso inicial). Após pesagem, no 21º 

dia de prenhez, os animais foram anestesiados letalmente com tiopental sódico 

(Tiopentax) e, em seguida, foi realizado dessangramento para coleta de 

sangue materno em tubos heparinizados. As amostras de sangue foram 

centrifugadas a 2500 g a 4°C por 10 minutos para obtenção de plasma e 

estocado em freezer a -80ºC para dosagem de insulina (Mercodia–Rat Insulin 



cód.: 10-1124-01). Um total de 15 ratas (n=7 para o grupo Controle; n=8 para o 

grupo STZ) foi sorteado para a realização das dosagens pelo método de ELISA 

segundo protocolo do fabricante. Após obtenção do sangue, foi realizada 

laparotomia com exposição dos cornos uterinos para retirada e posterior 

pesagem da ninhada. Os ovários também foram retirados e os corpos lúteos 

foram contados e analisados em estereomicroscópio. Em seguida, foi feita 

contagem dos números de implantações, reabsorções (mortes embrionárias), 

fetos vivos e mortos. A taxa de perda pré-implantação foi calculada pela 

seguinte fórmula: número de corpos lúteos – número de implantações x 100 / 

número de corpos lúteos. A taxa de perda pós-implantação foi calculada pela 

seguinte fórmula: número de implantações – número de fetos vivos x 100 / 

número de implantações (Damasceno et al., 2008).  

 

2.4.3 Obtenção dos fetos e das placentas e classificação dos pesos dos 

recém-nascidos. 

 As placentas e os fetos a termo foram retirados e pesados e o índice 

placentário foi calculado pela razão entre peso placentário e fetal. A 

classificação dos pesos dos recém-nascidos foi realizada de acordo com a 

média  desvio-padrão (DP) dos pesos corporais obtidos do grupo controle, 

que determinou três classes diferentes de recém-nascidos dentro dos grupos 

estudados: pequeno para idade de prenhez (PIP), cujo peso era inferior à 

média – 1,7 x DP; adequado para idade de prenhez (AIP), cujo peso era 

compreendido entre a média  1,7 x DP e grande para a idade de prenhez 

(GIP), cujo peso era maior que a média + 1,7 x DP (Merzouk et al., 2000). 

 



2.5 Análise Estatística 

 Os resultados foram apresentados como média  desvio-padrão (DP) e 

as comparações entre os grupos foram realizadas utilizando-se Two-way 

ANOVA seguida do Teste t. Para a comparação de proporções, foi utilizado o 

teste de Qui-quadrado. O limite mínimo de significância estatística adotado foi 

de 95% (p<0,05).  



3. Resultados 

 

3.1 Glicemia, concentrações de insulina e desempenho reprodutivo materno 

Nos dias 0 e 14 de prenhez, foram observados aumentos significativos 

nas médias glicêmicas das ratas STZ em relação às das ratas Controle. No 7o 

e 21o dias de prenhez, não houve diferença significativa entre os dois grupos 

analisados (Figura 1). Não foi verificada diferença nas concentrações de 

insulina entre os grupos experimentais ao término da prenhez (Tabela 1). 

Foi observada redução estatisticamente significativa no ganho de peso 

materno e peso da ninhada no grupo STZ em relação ao grupo Controle 

(Figura 2). 

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes ao número total de ratas 

utilizadas desde o início do experimento e taxa de sucesso para a obtenção de 

ratas com prenhez a termo segundo o critério de inclusão. 

Houve diminuição estatisticamente significativa do número médio de 

fetos vivos, corpos lúteos e de implantações e aumento significativo das taxas 

de perdas pré e pós-implantação no grupo STZ em relação ao grupo Controle 

(Tabela 3). 

 

3.2 Peso fetal e placentário e índice placentário 

 As ratas do grupo STZ apresentaram aumento do peso das placentas e 

dos índices placentários quando comparadas às ratas do grupo Controle. O 

peso dos fetos obtidos de ratas STZ não diferiu estatisticamente dos do grupo 

Controle (Tabela 3). 

 



3.3 Classificação dos pesos dos recém-nascidos 

 O grupo STZ apresentou aumento significativo da proporção de recém-

nascidos classificados como PIP e GIP e redução significativa de AIP em 

relação ao grupo Controle (Figura 3). 

 

 



4. Discussão 
  

 No presente estudo, as ratas com diabete moderado apresentaram 

aumento nas médias glicêmicas no início e na metade da prenhez. O aumento 

da glicemia no 14º dia de prenhez foi acompanhado de intolerância à glicose e 

resistência à insulina, confirmadas respectivamente pelos testes oral de 

tolerância à glicose e de tolerância à insulina (dados não mostrados). De forma 

similar, Muñoz et al. (1995) demonstraram que, no início da terceira semana da 

prenhez normal de ratas, a tolerância à glicose apresentava-se reduzida e 

acentuava-se no 18º dia de prenhez. Por essa razão, podemos dizer que as 

alterações encontradas em nossas ratas Controle no teste oral de tolerância à 

glicose no período analisado são compatíveis às alterações fisiológicas 

observadas por Muñoz et al., mostrando assim que as ratas com diabete 

moderado apresentaram um quadro mais acentuado de intolerância à glicose. 

Além disso, cabe ressaltar que esse período analisado equivale ao período de 

diagnóstico positivo do diabete gestacional em mulheres. Embora o grupo de 

ratas diabéticas apresentasse média glicêmica superior ao grupo controle no 

14º dia de prenhez, aquele grupo teve diminuição da média glicêmica da 

metade para o final da prenhez. Também foi observado que as concentrações 

de insulina plasmática entre os dois grupos foram similares ao final da prenhez, 

corroborando com resultados encontrados por Triadou et al. (1982). 

 A exposição ao meio intra-uterino hiperglicêmico, nas condições 

experimentais do presente trabalho, causou redução no ganho de peso das 

ratas diabéticas e diminuição do peso da ninhada quando observado ao final da 

prenhez. Estes resultados poderiam ser justificados pelo fato das ratas com 

diabete moderado terem apresentado menor número médio de fetos vivos, 



implantações e corpos lúteos e aumento nas taxas de perdas embrionárias 

após a implantação. Embora a média glicêmica das ratas com diabete 

moderado fosse menor em relação à de ratas com diabete grave, ambos os 

grupos apresentam redução do número médio de fetos vivos e elevação na 

taxa de perda pós-implantação embrionária (Souza et al., 2008), confirmando 

que diferentes intensidades glicêmicas podem interferir no desenvolvimento 

embriofetal. 

 Sugere-se que o aumento da glicemia existente antes da prenhez ou a 

elevação desta no início da prenhez, confirmada em nosso estudo, podem 

estar relacionados com a diminuição no número de corpos lúteos nos animais 

diabéticos. Durante o desenvolvimento dos oócitos, as células da granulosa ao 

seu redor sustentam seu crescimento e fornecem suplementação hormonal. O 

estado diabético influencia a comunicação intercelular das células da 

granulosa, alterando a maturação dos oócitos devido à pobre comunicação 

parácrina (Chang et al., 2005), o que justificaria a redução do número de 

oócitos ovocitados no modelo de diabete moderado (Jawerbaum et al., 1996). 

O desenvolvimento folicular e a ovocitação são dependentes de mudanças na 

diferenciação e proliferação das células da granulosa e células da teca, as 

quais promovem a esteroidogênese através da estimulação de gonadotrofinas 

e citocinas intraovarianas (Chabrolle et al., 2008). Em muitos modelos 

experimentais de diabete, a ovocitação é prejudicada tanto por alterações 

ovarianas como hipotalâmico-hipofisárias (Kirchick et al., 1978; Garris et al., 

1986). Além das alterações nos ovários, a oscilação na concentração de 

glicose também pode interferir nas tubas e no fluido uterino, influenciando no 

desenvolvimento do futuro embrião ao longo do trato reprodutor feminino. O 



retardo na maturação do oócito altera o desenvolvimento normal do zigoto 

(Fraser et al., 2007). Isto pode ter contribuído para o aumento da taxa de perda 

pré-implantação e redução no número de embriões implantados no presente 

estudo.  

 Duas hipóteses poderiam ser aventadas para justificar a alta 

porcentagem de perda antes da implantação embrionária; a primeira seria o 

fato do insulto hiperglicêmico alterar as células totipotentes do zigoto a ponto 

de não haver restauração destas, inviabilizando o desenvolvimento 

embrionário. A segunda seriam as alterações na decídua, o que impossibilitaria 

o sincronismo entre a receptividade da decídua e o desenvolvimento do 

blastocisto. Há evidência de que zigotos obtidos de camundongos 

hiperglicêmicos que apresentaram desenvolvimento retardado no estágio de 

dois blastômeros (Diamond et al., 1989) tiveram o desenvolvimento do 

blastocisto afetado de forma definitiva (Colton et al., 2002 e 2003). Ratas que 

receberam streptozotocin no 2º dia de vida neonatal (modelo de indução do 

diabete moderado) apresentaram diminuição da contratilidade uterina e 

anormalidades metabólicas durante a prenhez e menor número de embriões 

implantados (Jawerbaum et al., 1994 e 1996), o que corrobora também com 

nossos resultados, embora a indução do diabete em nosso modelo 

experimental ocorresse no dia do nascimento. 

 Nosso estudo revelou maior número de ratas diabéticas (76%) com 

presença de mortes embrionárias em relação ao grupo Controle (39%). A 

hiperglicemia materna durante os estágios iniciais do desenvolvimento pode 

ser suficiente para programar mudanças na fisiologia e metabolismo que se 

manifestam mais tarde como resultados adversos na gestação diabética 



(Doblado & Moley, 2007). Desta forma, cabe ressaltar que o controle glicêmico 

desde o início da gestação é importante para o desenvolvimento placentário e 

embrio-fetal. O panorama reprodutivo para mulheres portadoras de diabete na 

era pré-insulina não difere daquele dos animais de laboratório, pois os abortos 

no diabete humano não-controlado (Rudge, 1988; Reece et al., 2004) 

equivalem às mortes embrionárias (reabsorções) em ratas com diabete grave 

(Volpato et al., 1999,  2001; Sinzato et al., 2006; Souza et al., 2008). Além dos 

abortos, a literatura demonstra que, mulheres com diabete não controlado, 

freqüentemente apresentam problemas reprodutivos, morbidade e mortalidade 

neonatais (Freinkel, 1980; Eriksson, 1984; Sadler et al., 1988). O alto índice de 

abortos está correlacionado à toxicidade da glicose em altas concentrações 

causando impacto à viabilidade fetal (Jovanovic et al., 2005).  

 Apesar da média do peso fetal nas ratas com diabete moderado não 

diferir do grupo Controle, a análise da classificação do peso dos recém-

nascidos mostrou aumento na proporção de fetos pequenos (PIP) e grandes 

(GIP) para idade de prenhez. O aumento da proporção de fetos PIP não era 

esperado, pois a literatura sobre os modelos experimentais de indução do 

diabete moderado (glicemia entre 120 e 300 mg/dL) aponta para o aumento na 

taxa de fetos macrossômicos (GIP) (Oh et al., 1991; Gelardi et al., 1990; 

Merzouk et al., 2000, 2001, 2002) em função da presença de uma 

hiperglicemia materna menos intensa comparada ao diabete grave (glicemia 

superior a 300 mg/dL). O aumento na proporção de recém-nascidos PIP em 

nossa investigação pode estar relacionado à diferença de sensibilidade 

genética existente entre os animais utilizados e os da literatura ou à 



metodologia adotada para a indução do diabete moderado (indução neonatal x 

indução na prenhez).  

 As placentas humanas em gestações complicadas pelo diabete são 

caracterizadas por diversas alterações, que estão diretamente relacionadas ao 

nível de hiperglicemia intra-útero, refletindo redução da circulação feto-

placentária e trocas materno-fetais (Del Nero et al., 2000; Calderon et al., 

2003). No presente estudo, as ratas diabéticas tiveram placentas com pesos 

maiores. Similarmente, ratas com diabete grave induzido pela administração de 

streptozotocin também tiveram placentomegalia (Calderon et al., 1999; Volpato 

et al., 2001, Sinzato et al., 2006; Souza et al., 2008). O aumento da placenta 

seria um mecanismo compensatório na tentativa de garantir as trocas materno-

fetais e o suprimento nutricional ao feto em desenvolvimento (Calderon et al., 

1999). Entretanto, este aumento placentário foi insuficiente, como evidenciado 

pelos maiores valores do índice placentário, o qual reflete insuficiência do 

órgão na nutrição e desenvolvimento fetal. Este fato também pode ser 

confirmado pelo menor valor da relação inversa do índice placentário na 

presença de diabete, conforme demonstrado por Daskalakis et al. (2008). Há 

evidência de que as alterações placentárias seriam um dos fatores envolvidos 

nas complicações para o desenvolvimento embrio-fetal nas gestações 

diabéticas. 

 Desta forma, podemos concluir que o diabete de intensidade moderada 

alterou a glicemia materna no início da prenhez, que deflagrou alterações no 

organismo materno e/ou no desenvolvimento inicial do embrião, afetando sua 

implantação e futuro desenvolvimento placentário e fetal. 
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Figura 1. Evolução glicêmica de ratas com diabete moderado (STZ) e não-

diabéticas (Controle). Dados expressos como média  desvio padrão. 

*p<0,05 – diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo Controle 

(Teste t). 

 

  



 

 
 

Figura 2. Ganho de peso materno e peso da ninhada de ratas com diabete 

moderado (STZ) e não-diabéticas (Controle). 

Dados expressos em média  desvio padrão. 

*p<0,05 – diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo Controle 

(Teste t). 
  



 

 
Figura 3. Proporção (%) de recém-nascidos pequenos (PIP), adequados (AIP) e 

grandes para idade de prenhez (GIP) ao término da prenhez de ratas com 

diabete moderado (STZ) e não-diabéticas (Controle). 

Dados expressos em média  desvio padrão. 

*p<0,05 – diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo Controle 

(Teste de Qui-quadrado). 
 

 

 

 



Tabela 1. Concentração de insulina plasmática em ratas com diabete 

moderado (STZ) e não-diabéticas (Controle).  

 GRUPOS 

Insulina (µU/L) Controle (n=7) STZ (n =8) 

 0,56  0,51 0,71  0,50 
Dados expressos como média  desvio padrão. 

p>0,05 – não significante 

 
 
 
 



Tabela 2. Número total de ratas utilizadas desde o início do experimento e taxa 

de sucesso para a obtenção de ratas com prenhez a termo segundo o critério 

de inclusão. 

 GRUPOS 

 Controle STZ 

Total de ratas utilizadas 45 102 

Total de ratas vivas após a indução do diabete 

(%) 
45 (100%) 82 (80%) 

Ratas acasaladas (%) 45 (100%) 82 (80%) 

Ratas Prenhes (%) 37 (82%) 76 (72%) 

Glicemia < 120 mg/dL (%) 30 (67%) 39 (38%) 

Glicemia ≥ 120 mg/dL e ≤ 300 mg/dL (%) 7 (16%) 37 (36%) 

Prenhez a termo (%) 28 (62%) 28 (27%) 

(%) proporção de ratas em relação ao total de ratas utilizadas no início do experimento 



Tabela 3. Desempenho reprodutivo materno, peso fetal e placentário e índice 

placentário de ratas com diabete moderado (STZ) e não-diabéticas (Controle). 

 
GRUPOS 

 Controle 

(n = 28) 

STZ 

(n = 28) 

Corpo lúteo 
     Total (N) 
     Média  SD 

 

398 

14,2  1,6 

 

359 

12,4 1,9* 

Implantação 
     Total (N) 
     Média  SD  

 

374 

13,4  1,4 

 

303 

10,4  2,8* 

Fetos vivos 
     Total (N) 

     Média  SD  

 

359 

12,8  1,6 

 

250 

8,7  3,4* 

Perda pré-implantação 

(%) 5,7 16,1* 

Perda pós-implantação 

(%) 4,0 21,3* 

Peso Fetal (g) 5,40  0,27 5,36  0,46 

Peso Placenta (g) 0,42  0,04 0,46  0,08* 

Índice Placentário 0,08  0,01 0,09  0,01* 

Dados expressos como média  desvio padrão. 

*p<0,05 – diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo Controle 

(Teste t). 
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Resumo 

Para uma gestação sem complicações, é necessário que ocorra o balanço 

entre as citocinas Th1 e Th2. O objetivo do estudo foi verificar os efeitos do 

diabete moderado sobre a morfometria placentária, imunolocalização de IL-10 

e TNF- no tecido placentário e suas respectivas concentrações no plasma 

materno na prenhez de ratas Wistar. Metodologia: No dia do nascimento, 147 

ratas Wistar foram distribuídas aleatoriamente em dois grupos: Não-diabético 

(Controle, n=45) - recebeu o veículo; Diabético (STZ, n=102) - recebeu 100mg 

streptozotocin/kg. Na fase adulta, as ratas foram acasaladas e, no dia 0 de 

prenhez, foram incluídas no estudo ratas controle que apresentassem 

glicemia<120 mg/dL e, para o grupo diabete moderado, glicemia entre 120 e 

300 mg/dL. Nos dias 11 e 21 de prenhez, as ratas foram anestesiadas para 

coleta de sangue para dosagem de IL-10 e TNF-. No 21º dia de prenhez, as 

placentas foram retiradas e processadas para imunoistoquímica e análise 

morfométrica. 30 blocos placentários foram destinados ao estudo. As ratas STZ 

apresentaram glicemias maiores nos dias 0 e 14 de prenhez. Houve redução 

das concentrações de IL-10 em ambos os períodos analisados nas ratas STZ e 

diminuição da área de decídua. As dosagens de TNF-α e as análises 

imunoistoquímicas não apresentaram diferenças entre os grupos. Assim, o 

diabete moderado reduziu IL-10 no plasma de ratas prenhes, causando 

prejuízo ao desenvolvimento placentário-fetal. Além disso, essas ratas 

apresentaram intensa marcação para IL-10 e TNF-α na decídua. Portanto, a 

dosagem de IL-10 pode ser utilizada como marcador de alterações na prenhez 

diabética. 

Palavras-chave: diabete, streptozotocin (STZ), prenhez, IL-10, TNF-α, placenta. 



Abstract 
 

In the gestation without complications, a balance between type Th1 and Th2 

cytokines is very important. The aim of this study was to verify the effects of 

neonally induced mild diabetes on placental morphometry, IL-10 and TNF- 

placental immunodetection and their maternal plasmatic concentrations from 

Wistar rats. At the birth day, female rats were distributed into: non-diabetic 

Group (control) and Diabetic Group (given 100 mg of streptozotocin/kg bw). 

These adult female rats were mated and, at the day 0 of pregnancy, they were 

included in the control group when presented glycemia below 120 mg/dL and, in 

the group STZ when showed glycemia between 120 and 300 mg/dL. In different 

moments of the pregnancy, glycemia was verified. At day 11 and 21 of 

pregnancy, the rats were anaesthetized to collect blood samples for IL-10 and 

TNF- determination and, the placentas were withdrawn only at day 21 for 

morphometric and immunohistochemistry analysis. Rats STZ presented higher 

glycemia at days 0 and 14 of pregnancy. IL-10 concentrations were lower in rats 

STZ in both moments. In diabetic rats, decidual area was reduced. TNF-α 

dosage and immunohistochemistry analysis presented no differ between 

groups. Then, mild diabetes reduced plasma IL-10 in pregnant rats, impairing 

placental-fetal development. Besides, these rats presented high detection for IL-

10 and TNF-α in decidua. Thus, IL-10 dosage might be used as marker of 

complication in diabetic pregnancy. 

 

Keywords: diabetes, streptozotocin (STZ), pregnancy, IL-10, TNF-α, placenta. 



Introdução 
 

Na espécie humana e nos roedores, a implantação embrionária e a formação 

da placenta funcional são etapas essenciais para o estabelecimento da gestação e 

sobrevivência do embrião no ambiente uterino materno. Cada uma dessas etapas 

requer interação entre o concepto e o endométrio materno. O sucesso da implantação 

depende do crescimento adequado do trofoblasto e de sua proliferação finamente 

orquestrada dentro do endométrio para fornecer suprimento sanguíneo ao futuro 

embrião [1].  

 Citocinas são pequenos mediadores multifuncionais de glicoproteína, 

cuja função biológica é mediada por receptores específicos locais. Estão 

envolvidas em diversos processos biológicos no organismo porque podem 

modular a resposta imune local [2], inclusive o processo de implantação 

embrionária. Uma grande variedade de citocinas é expressa no útero, 

especialmente nas células do estroma endometrial, epitelial ou decidual e nas 

células trofoblásticas [3]. 

Interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatória que pertence à 

subpopulação dos linfócitos T helper 2 (Th2). Parece ser a citocina chave para 

a manutenção da prenhez por exercer efeito protetor na unidade feto-

placentária inibindo a secreção de citocinas inflamatórias, tais como IL-6, fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-) e interferon gama (IFN-) [4]. Juntamente com 

a IL-4 e a IL-13, parece modular a invasão trofoblástica e favorecer o 

desenvolvimento da placenta. Uma gravidez bem sucedida resulta do balanço 

entre as citocinas tipo Th1 e Th2 para promover o crescimento e o 

desenvolvimento do concepto [5]. Foi demonstrado que o decréscimo de IL-10 



está associado à restrição de crescimento fetal e abortamento em 

camundongos [6].  

As citocinas e os fatores de crescimento agem no desenvolvimento 

embrionário e estão entre os fatores que determinam a sensibilidade dos 

embriões aos estímulos nocivos externos e internos, incluindo o diabete [7]. O 

TNF- (Th1) biologicamente ativo é sintetizado e liberado pelos tecidos 

gestacionais e, mulheres com diabete gestacional, liberam grandes 

quantidades dessa citocina em resposta ao aumento de glicose [8]. Fein et al. 

[9] verificaram que o aumento das taxas de TNF possivelmente está envolvido 

nos mecanismos das malformações associadas ao diabete. A normalização 

dessa citocina, por potencializar o sistema imune materno, pode estar 

envolvida no efeito protetor contra os insultos embriotóxicos decorrentes do 

diabete.  

Alterações morfológicas na placenta indicam função placentária 

inadequada. Para que haja uma gestação sem intercorrências, o balanço entre 

as citocinas tipo Th1 e Th2, fatores de crescimento e fatores de transcrição são 

muito importantes.  A presença do IL-10 (ao longo da gestação) em 

determinados tipos celulares é necessária para o desenvolvimento integrado 

entre o organismo materno-fetal e placentário, enquanto que o TNF- é um tipo 

de citocina que interfere negativamente no desenvolvimento embrionário e fetal 

de mulheres diabéticas. Apesar da importância destes marcadores, não 

existem estudos mostrando a existência de relação entre morfologia placentária 

e avaliação das citocinas IL-10 e TNF- em modelos de ratas com diabete. 

Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar a morfometria das regiões 

placentárias, o padrão de imunolocalização de IL-10 e TNF- no tecido 



placentário e suas respectivas concentrações no plasma materno na prenhez 

de ratas com diabete moderado, para verificar se algum destes marcadores 

biológicos pode ser utilizado como fator preditivo para detecção de alterações 

no organismo embriofetal e no desenvolvimento placentário. 



Materiais e métodos 

 

Animais e grupos experimentais 

Foram utilizadas ratas recém-nascidas da linhagem Wistar, fornecidas e 

mantidas no Biotério do Laboratório de Pesquisa Experimental de Ginecologia 

e Obstetrícia (Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp) sob condições 

controladas de temperatura (22  2ºC), umidade (70  10%) e ciclo claro/escuro 

(12h), com água filtrada e ração ad libitum. No dia do nascimento, as ratas 

foram distribuídas aleatoriamente em dois grupos experimentais: não-diabético 

(Controle) e diabético (STZ). Todos os procedimentos realizados neste 

experimento foram aprovados pelo comitê de ética local (Protocolo Número 

543). 

 

Indução do diabete 

O diabete foi induzido no 1º dia de vida por administração subcutânea 

de streptozotocin (STZ - SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO), na dose 

de 100 mg/kg de peso corporal diluído em 0,1 mol/l de tampão citrato (pH 4,5) 

[10,11 modificados]. As ratas do grupo Controle receberam volume do veículo 

(tampão citrato) correspondente ao do grupo que recebeu a droga 

diabetogênica. Após a indução, as ratas foram mantidas com suas mães 

(máximo de oito fêmeas) até o término do período de amamentação (21 dias). 

Ao final deste período, as mães foram mortas por inalação de dióxido de 

carbono e as descendentes foram mantidas no Biotério do Laboratório de 

Pesquisa Experimental de Ginecologia e Obstetrícia sob condições 

controladas. 



 

Período de acasalamento 

Durante a vida adulta dos animais (110 dias de vida), foi iniciada a fase 

de acasalamento com duração máxima de 15 dias. A presença de 

espermatozóides e diagnóstico da fase estro do ciclo estral foi considerado dia 

zero (0) de prenhez. Foram incluídas no estudo somente as ratas do grupo STZ 

que apresentaram valores glicêmicos entre 120 mg/dL e 300 mg/dL (diabete 

moderado) [12,13] e ratas do grupo Controle com glicemia < 120 mg/dL no dia 

0 de prenhez. 

 

Período de prenhez 

 Glicemia 

 Durante a prenhez, as fêmeas foram mantidas em gaiolas individuais. 

Nas manhãs dos dias 0, 7, 14 e 21, a glicemia das ratas foi determinada em 

glicosímetro específico (One Touch Ultra – Johnson & Johnson) e os valores 

foram expressos em miligramas por decilitro (mg/dL).  

 

Obtenção do plasma materno e placentas 

 No 21º dia de prenhez, os animais foram anestesiados letalmente com 

tiopental sódico (Tiopentax) e foi realizado dessangramento para coleta de 

amostras do sangue materno em tubos heparinizados. O sangue foi 

centrifugado a 2500 g a 4°C por 10 minutos para obtenção do plasma. Em 

seguida, as amostras sangüíneas foram estocadas em freezer a -80ºC para 

dosagem de IL-10 (R&D Systems-Rat cód.: R1000) e TNF-α (R&D Systems-

Rat cód.: RTA00) pelo método de ELISA segundo protocolo do kit. Para 



avaliarmos as variações das concentrações de IL-10 e TNF-α plasmáticos em 

diferentes momentos da prenhez, foram incluídas no experimento mais 30 ratas 

prenhes (controle, n=15; diabete moderado; n=15) mortas no 11º dia prenhez, 

as quais foram submetidas a procedimento similar aos das ratas mortas no 21º 

dia para coleta de amostras de sangue para determinação das citocinas 

citadas.  

 Após obtenção das amostras de sangue no 21º dia de prenhez, foi 

realizada laparotomia com exposição dos cornos uterinos. As placentas e fetos 

a termo foram retirados e pesados e o índice placentário foi calculado pela 

razão entre o peso placentário pelo peso fetal. As placentas foram cortadas na 

porção médio-sagital (da face materna até a face fetal). As amostras de tecido 

foram fixadas em solução de paraformaldeído a 4% e embebidas em parafina 

para a obtenção dos blocos destinados à análise morfométrica.  

 

Morfometria placentária 

 Um total de 30 blocos placentários (15 blocos/grupo; 1 bloco/rata), 

destinados ao estudo morfométrico, foi seccionado no sentido longitudinal em 

cortes de 5µm de espessura, montados em lâminas e corados com 

hematoxilina-eosina. As lâminas foram examinadas em aumento 2,5X para a 

medida da área labiríntica e de 10X para a medida das áreas da zona juncional 

e decídua. Foram analisados seis campos por lâmina evitando-se as áreas de 

infarto e artefatos histológicos. As análises morfométricas foram realizadas em 

sistema computadorizado de imagem acoplada a fotomicroscópio (DM 2500, 

Leica) utilizando-se software da Leica QWIN versão 3.3.0. As áreas médias de 

cada zona placentária foram avaliadas em milímetro quadrado (mm2). 



Imunoistoquímica 

 Um total de 30 blocos placentários (15 blocos/grupo; 1 bloco/rata) foi 

destinado à imunoistoquímica para cada citocina. Secções de tecido de 5µm 

foram desparafinizadas e reidratadas por meio de banhos em soluções de 

gradientes decrescentes de etanol. Em seguida, foi realizada a recuperação 

antigênica do tecido com solução de EDTA (pH 8,0) em banho Maria a 96ºC. A 

atividade da peroxidase endógena foi bloqueada através da incubação com 

bloqueador universal (Dako - Dual Endogenous Enzyme Block cód.: S2003) e, 

em seguida, a ligação com proteínas inespecíficas foi bloqueada com leite 

desnatado a 3% (Molico®). A marcação do tecido foi realizada utilizando-se 

como anticorpos primários anti IL-10 (Polyclonal Goat anti-rat, R&D Systems, 

cód: AF-519) e anti TNF- (Polyclonal Goat anti-rat, R&D Systems, cód: AF-

510-NA) com diluição de 1:100. Após incubação overnight a 4ºC, seguiu-se a 

incubação com anticorpo secundário (Polyclonal Rabbit anti-goat biotinilado, 

Dako, cód.: E0466) por 30 minutos à temperatura de 37ºC seguida pela 

incubação com o complexo streptoavidina-peroxidase por 30 minutos à 37ºC. 

Para revelação da peroxidase foi utilizado o DAB (3,3-diaminobenzidina) como 

substrato cromógeno. As amostras foram então contra-coradas com 

hematoxilina e montadas em resina. Como controle negativo foram utilizadas 

amostras dos dois grupos, substituindo-se a etapa de incubação com o 

anticorpo primário por BSA (Albumina Sérica Bovina) a 1%.  

 

Análise Estatística 

 Os resultados foram apresentados como media ± desvio-padrão (DP) e 

as comparações entre os grupos foram realizadas utilizando-se Two-way 



ANOVA seguida do Teste t. Para análise de prevalência, foi utilizado o teste de 

Friedman seguido do teste de Qui-quadrado. Os resultados da 

imunoistoquímica foram expressos como a média dos escores dados da 

seguinte maneira: (1) ausente, (2) fraca marcação, (3) moderada marcação, (4) 

forte marcação. O limite mínimo de significância estatística estabelecido foi de 

95% (p<0,05).  



Resultados  
 

Glicemias maternas  

 As médias glicêmicas das ratas STZ apresentaram aumento significativo 

nos dias 0 e 14 de prenhez quando comparadas às médias glicêmicas das 

ratas Controle. No 7o e 21o dias de prenhez, as médias glicêmicas não 

diferiram de forma significativa entre os grupos analisados (Tabela 1). 

 

Concentrações de IL-10 e TNF-α plasmáticas  

 Durante o experimento, 28 ratas foram utilizadas, mas 15 ratas foram 

sorteadas para obtenção de amostras plasmáticas e de placenta.  

 No 11º e no 21º dias de prenhez, as concentrações de IL-10 plasmáticas 

no grupo STZ foram estatisticamente menores em relação aos respectivos 

grupos Controle. Fixando-se o grupo experimental, quando as concentrações 

de IL-10 foram comparadas entre os momentos, o grupo Controle apresentou 

aumento significativo na concentração de IL-10 da metade para o final da 

prenhez. No grupo STZ, as concentrações de IL-10 permaneceram inalteradas 

com o decorrer da prenhez. Não houve alteração nas concentrações de TNF-α 

entre os grupos ou entre os diferentes momentos analisados (Tabela 2). 

 

Morfometria placentária  

A área média da decídua das placentas de ratas STZ foi reduzida 

comparada à mesma área do grupo controle. As áreas médias da zona 

juncional e labirinto não apresentaram diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos (Tabela 3). 

 



Imunoistoquímica 

 IL-10 e TNF-α placentários 

 Tanto o IL10 quanto o TNF-α apresentaram imunolocalização nas 

regiões de decídua, zona juncional e labirinto em todas as amostras de ambos 

os grupos. Não houve diferença significativa entre a média dos escores quanto 

à intensidade da imunolocalização para IL-10 e TNF-α entre os grupos em 

nenhuma das regiões estudadas (Tabela 4). 

 No grupo Controle, não foi possível determinar a prevalência de 

intensidade de marcação do IL-10 em nenhuma das regiões analisadas. 

Apesar de não haver diferença estatisticamente significativa entre as 

marcações das citocinas nos dois grupos, cabe destacar que houve 

prevalência de marcação forte para IL-10 na decídua em oito ratas STZ dentre 

os 14 analisados e nove animais apresentaram marcação moderada nas 

células gigantes e espongiotrofoblasto. Com relação à imunolocalização para o 

TNF-α, houve prevalência de intensidade moderada (10/13 animais) na 

decídua e no espongiotrofoblasto (7/13) e de intensidade moderada (6/13) e 

fraca (6/13) nas células gigantes do grupo Controle. No grupo STZ, houve 

prevalência de intensidade forte (7/15) e moderada (6/15) na região da decídua 

e de intensidade moderada (7/15) no espongiotrofoblasto. Não foi possível 

identificar estatisticamente a prevalência de intensidade nas células gigantes 

(Tabela 5 e Figura 1).  

 A análise de correlação entre as concentrações de IL-10 e TNF-α 

plasmáticas e a intensidade da expressão (imunolocalização) dessas citocinas 

no tecido placentário não mostrou significância estatística (dados não 

mostrados). 



Discussão 

 

No presente estudo, foi evidenciado que ratas com diabete moderado 

apresentaram médias glicêmicas maiores no início e na metade da prenhez. O 

aumento da glicemia no 14º dia de prenhez foi acompanhado de intolerância à 

glicose e resistência à insulina, confirmadas respectivamente pelo teste oral de 

tolerância à glicose, corroborando com os achados de Muñoz et al. [14], e pelo 

teste de tolerância à insulina (dados não mostrados). 

Em gestações complicadas pelo diabete, as placentas humanas são 

caracterizadas por diversas alterações, que estão diretamente relacionadas ao 

nível de hiperglicemia intra-útero, refletindo redução da circulação feto-

placentária e trocas materno-fetais [15,16]. Em nosso modelo de diabete 

moderado, o aumento da média glicêmica materna observada nos dias 0 e 14 

de prenhez não foi suficiente para causar alterações na zona juncional e na 

área labiríntica (região de trocas materno-fetais), como evidenciado no labirinto 

das placentas de ratas com diabete grave [17]. No entanto, as ratas STZ 

apresentaram alterações morfométricas na decídua (redução da área média 

analisada), a qual parece estar relacionada ao tempo de exposição das ratas à 

hiperglicemia e não à intensidade desta. Além disso, a alteração morfométrica 

da decídua pode estar relacionada à redução no número de implantações e 

aumento na taxa de perdas embrionárias no grupo de ratas com diabete 

moderado observado em nosso laboratório (dados não mostrados). Isto porque 

o desenvolvimento fetal é altamente dependente do fornecimento eficiente de 

nutrientes pela placenta, especialmente da decídua, o componente de 

sustentação materno da placenta, que é influenciado pelo meio diabético [18]. 



A importância da função nutritiva da decídua deve-se ao fato dos vasos 

deciduais entregarem sangue arterial materno na lacuna da zona basal 

placentária [19].  

 Durante a gestação normal, as citocinas Th1 estão sub-reguladas, 

enquanto que as citocinas Th2 estão supra-reguladas [20]. Além disso, uma 

troca entre o fenótipo Th1 e Th2 tem sido mostrada durante a gestação para 

estimular a produção vigorosa de anticorpos que não somente combatem 

infecções, mas também oferecem imunidade passiva ao feto [21]. A literatura 

aponta que há maior produção de IL-10 em gestações com sucesso quando 

comparadas às gestações com patologias, como na presença de abortos 

espontâneos e pré-eclâmpsia [22-28], sustentando o papel do IL-10 para 

manutenção da gestação normal.  

 No presente trabalho, verificou-se que as concentrações de IL-10 

plasmáticas na metade (11º dia de prenhez) e no final da prenhez (21º dia de 

prenhez) estavam diminuídas nas ratas com diabete moderado. A diminuição 

da concentração de IL-10 na prenhez a termo corrobora com os resultados 

encontrados por Kuzmicki et al. [29] em mulheres com diabete gestacional. 

Contrariamente, Atégbo et al. [30] verificaram elevação de IL-10 em gestantes 

diabéticas.  

 Além disso, verificamos que o grupo Controle apresentou aumento 

significativo na concentração de IL-10 plasmática da metade para o final da 

prenhez, enquanto que, no grupo STZ, a concentração desta citocina não 

diferiu do valor encontrado no 11º dia de prenhez. Há resultados divergentes 

com relação às concentrações de IL-10 ao longo da gestação normal, Kurse et 

al. [31] e Power et al. [32] relatam que há aumento dos níveis plasmáticos de 



IL-10 de acordo com a duração da gestação, corroborando com os resultados 

encontrados em nosso estudo. Já, Vassiliadis et al. [33] reportam que as 

concentrações de IL-10 não sofreram modificações. Holmes et al. [34] propõem 

que as possíveis explicações para a diferença de resultados encontrados seja 

o pequeno número de estudos e o emprego de uma metodologia de estudo não 

apropriada. No entanto, não há relatos na literatura sobre as concentrações 

dessas citocinas no decorrer da gestação diabética.  

 O aumento de TNF-α em condições diabéticas pode ser resultado de 

estresse oxidativo e mudanças inflamatórias causadas pela hiperglicemia [35]. 

Nossos resultados mostraram que não houve diferenças significativas entre os 

grupos ou entre os momentos analisados com relação às concentrações 

plasmáticas de TNF-α. Estudos com gestantes diabéticas mostram que os 

níveis séricos de TNF-α foram elevados em relação às gestantes saudáveis 

[30,36-38]. Desta forma, estes resultados não corroboram com nossos 

achados. Os resultados divergentes entre nosso estudo e os descritos na 

literatura poderiam ser explicadas pelo fato das dosagens de TNF-α terem sido 

realizadas no plasma e o anticoagulante utilizado a heparina, sugerindo menor 

sensibilidade em relação às dosagens feitas em soro e o uso de anticoagulante 

EDTA (Etilenodiaminotetracético). Além disso, as concentrações séricas de 

TNF-α têm mostrado ligação com resistência à insulina fisiológica presente na 

gestação [38]. No entanto, apesar da inalteração do TNF-α entre os grupos, foi 

verificado em nosso laboratório que ratas com diabete moderado, induzido no 

período neonatal, apresentaram resistência à insulina (dados não mostrados). 

A indução de resistência à insulina por TNF-α pode ser devida à diminuição da 

fosforilação do receptor de insulina tirosina-quinase por substituição da tirosina 



em resíduos de serina [39]. Kirwan et al. [40] afirmam que as concentrações 

circulantes de TNF-α são inversamente proporcionais à sensibilidade à insulina 

quando medida por clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico. Assim, em nosso 

modelo, o TNF-α não foi um bom marcador de sensibilidade à insulina. 

Entretanto, cabe ressaltar que o estudo de Kirwan et al. [40] foi realizado com 

gestantes diabéticas obesas, sendo a obesidade por si só um fator 

desencadeante de resistência à insulina. 

Na gestação, as citocinas e os fatores de crescimento medeiam a 

interação entre sistema imune e sistema endócrino materno, fetal e placentário. 

O aumento ou o suprimento inadequado desses fatores tem efeitos deletérios 

para o sucesso da gestação e da saúde dos descendentes [41]. A placenta 

também sintetiza uma variedade de citocinas, aumentando ainda mais o nível 

de complexidade existente entre as interações imuno-metabólicas em 

gestantes [42]. Em nosso estudo, a avaliação da imunolocalização de IL-10 e 

TNF-α mostrou que ambos apresentaram expressão, distribuída de forma 

ampla, em todas as regiões (decídua, zona juncional e labirinto) das placentas 

a termo. A análise da intensidade de marcação destas citocinas, quando 

avaliada pela média dos escores, não mostrou diferenças significativas entre as 

placentas das ratas. Embora a análise estatística dos resultados sobre a 

prevalência das marcações para as citocinas não mostrasse diferenças 

significativas entre os grupos, chama a atenção a forte marcação de IL-10 e 

TNF-α na decídua de ratas com diabete moderado e marcação moderada de 

IL-10 na decídua de ratas Controle e no espongiotrofoblasto e células gigantes 

de ratas diabéticas. Sugere-se que a forte marcação de IL-10 e TNF-α na 

decídua possa estar relacionada à presença de processo inflamatório, 



comprometendo o desenvolvimento da decídua, contribuindo também para 

redução de sua área média. Richardson e Carpenter [43] afirmam que o 

diabete gestacional reflete alteração crônica no metabolismo de carboidrato, 

contribuindo ainda mais para o quadro de resistência à insulina induzida na 

gestação. A fisiopatologia da resistência à insulina nestas grávidas 

provavelmente é devida à desrregulação metabólica e imune, sendo que 

ambas influenciam a homeostase glicêmica por mediadores inflamatórios. 

Radaelli et al. [44] confirmaram, em 2003, esse resultados, mostrando que o 

diabete gestacional provoca alterações na expressão de genes placentários 

com acentuado aumento de marcadores e mediadores da inflamação. 

 Não houve correlação significativa entre a imunolocalização de IL-10 e 

TNF-α no tecido placentário e sua concentrações plasmáticas. Frente à 

tendência de marcação forte para IL-10 nas ratas diabéticas e redução da 

concentração desta citocina no plasma, era esperada uma correlação negativa 

ou ausência de correlação. Desta forma, podemos inferir que tanto o IL-10 

quanto o TNF-α atuaram localmente na placenta, não causando efeito 

sistêmico no organismo materno. Isto foi confirmado por Lepercq et al. [45], que 

evidenciaram que o TNF-α é pobremente liberado pela placenta e, por isso, é 

mais provável que exerça efeitos parácrinos e não sistêmicos. Além disso, 

faltam investigações em animais de laboratório sobre a expressão de IL-10 

placentário por imunoistoquímica e existe um único trabalho que mostra a 

expressão de TNF-α placentário na prenhez de ratas com diabete grave, no 

entanto, a análise deste trabalho foi realizada do início ao 9º dia de prenhez [9]. 

 Podemos concluir que o diabete moderado levou à redução das 

concentrações plasmáticas de IL-10 nas ratas prenhes, causando prejuízo para 



o desenvolvimento placentário e fetal. Além disso, as ratas prenhes diabéticas 

apresentaram intensa imunolocalização para IL-10 e TNF-α na região de 

decídua, embora sem correlação com as concentrações plasmáticas destas 

citocinas no organismo materno. Desta forma, podemos afirmar que a 

concentração de IL-10 plasmático pode ser utilizado como marcador de 

alterações na prenhez diabética. 
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Tabela 1. Evolução glicêmica em ratas com diabete moderado (STZ) e não-

diabéticas (Controle). 

 Glicemia (mg/dL) 

Dias de Prenhez 
Controle  

(n=28) 

STZ 

(n=28) 

0 105,0 ± 10,0 132,1 ± 10,0* 

7 102,8 ± 12,2 106,6 ± 13,8 

14 83,1 ± 8,0 93,6 ± 12,9* 

21 85,3 ± 10,6 84,1 ± 14,7 

Valores expressos como média  desvio padrão. 

*p<0,05 – diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (Teste 

t). 

 



Tabela 2. Concentrações de IL-10 e TNF-α plasmáticos de ratas com diabete 

moderado (STZ) e não-diabéticas (Controle) no 11º e 21º dias de prenhez. 

 GRUPOS 

 Controle STZ 

IL-10 (pg/mL)   

11º dia de prenhez (n=15) 14,45 ± 8,92 4,60 ± 6,61* 

21º dia de prenhez (n=15) 20,90 ± 8,06# 7,55 ± 4,49* 

TNF-α (pg/mL)   

11º dia de prenhez (n=15) 2,30 ± 0,85 2,28 ± 0,90 

21º dia de prenhez (n=15) 3,06 ± 1,70 2,73 ± 0,92 

Valores expressos como média  desvio padrão. 

*p<0,05 – diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle do 

mesmo momento (Teste t). 
#p<0,05 – diferença estatisticamente significativa em relação ao 11º dia de prenhez do 

mesmo grupo experimental (Teste t). 

 



Tabela 3. Áreas médias da decídua, zona juncional e labirinto de ratas com 

diabete moderado (STZ) e não-diabéticas (Controle). 

 
GRUPOS 

 
Controle 

(n=15) 

STZ 

(n=15) 
Decídua (mm2) 0,087  0,036 0,078  0,028* 

Zona juncional (mm2) 0,281  0,061 0,297  0,106 

Labirinto (mm2) 7,506  0,997 7,725  1,196 

Valores expressos como média  desvio padrão. 

*p<0,05 – diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (Teste 

t). 
 



Tabela 4. Imunolocalização de IL-10 e TNF-α na decídua, células gigantes e 

espongiotrofoblasto nas placentas de ratas com diabete moderado (STZ) e 

não-diabéticas (Controle) no 21º dia de prenhez. 

 Decídua Células Gigantes Espongiotrofoblasto 

IL-10    

Controle (n=14) 3,21  0,80 2,79  0,80 2,93  0,83 

STZ (n=14) 3,50  0,65 2,93  0,62 3,07  0,62 

TNF-α    

Controle (n=13) 2,92  0,49 2,62  0,65 2,69  0,63 

STZ (n=15) 3,33  0,72 3,00  0,85 3,00  0,76 

Valores expressos como média  desvio padrão em função de escores (1= ausente, 

2=fraca, 3=moderada, 4=forte) para intensidade da imunolocalização.  

p>0,05 – diferença não significativa 

 



Tabela 5. Prevalência (%) da intensidade (escores) da imunolocalização para 

IL-10 e TNF-α nas placentas de ratas com diabete moderado (STZ) e não-

diabéticas (Controle) no 21º dia de prenhez. 

 Decídua Células Gigantes Espongiotrofoblasto 

 Controle  STZ 
 

Controle 
 

STZ Controle STZ 

IL-10       

Ausente 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Fraca 21,4% 7,1% 42,9% 21,4% 35,7% 14,3% 

Moderada 35,7% 35,7% 35,7% 64,3%a 35,7% 64,3%a 

Forte 42,9% 57,1%a 21,4% 14,3% 28,6% 21,4% 

TNF-α       

Ausente 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Fraca 15,4% 13,3% 46,2%a 33,3% 38,5% 26,7% 

Moderada 76,9%a 40,0%a 46,2%a 33,3% 53,8%a 46,7%a 

Forte 7,7% 46,7%a 7,7% 33,3% 7,7% 26,7% 
a p<0,05 – prevalência de intensidade da imunolocalização na região analisada fixando 

o grupo experimental (Teste de Qui-quadrado). 
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Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas
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