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RESUMO

O diabetes mellitus gestacional expde o feto a um ambiente hiperglicémico capaz de comprometer o
desenvolvimento do sistema nervoso central, especialmente do hipocampo, estrutura altamente
suscetivel ao estresse oxidativo e as alteracdes morfolégicas. O objetivo deste estudo foi avaliar as
alterag6es morfoldgicas e os marcadores de estresse oxidativo no hipocampo da prole de ratas expostas
a hiperglicemia durante a gestagao. Ratas Wistar tiveram hiperglicemia induzida por estreptozotocina no
quinto dia de gestacdo. Os hipocampos da prole foram coletados aos 7, 30 e 90 dias de vida para analises
morfoldgicas e bioquimicas, incluindo a avaliacdo do equilibrio redox. Os dados foram submetidos a
analise estatistica apropriada. As ratas hiperglicEmicas apresentaram hiperglicemia persistente durante a
gestacdo, sem diferenca expressiva na evolugcdo da massa corporal em relagdo ao grupo controle. A prole
exibiu menor indice de massa corporal, alteracdes morfolégicas persistentes nos subcampos do
hipocampo em todas as idades avaliadas, aumento da producado de espécies reativas de oxigénio, reducao
da capacidade antioxidante total e diminuicdo da atividade da superdxido dismutase. Além disso,
observou-se reduc¢do da ativacdo da caspase-3 aos 30 e 90 dias de idade. Conclui-se que a hiperglicemia
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materna promove altera¢cdes morfoldgicas persistentes e comprometimento da capacidade antioxidante
do hipocampo da prole, evidenciando que a exposicdo intrauterina ao ambiente hiperglicémico interfere
no desenvolvimento neural e mantém repercussdes até a idade adulta em ratos.

Palavras-chave: Diabetes; Hipocampo; Morfologia; Estresse oxidativo.

ABSTRACT

Gestational diabetes mellitus exposes the fetus to a hyperglycemic environment, which can compromise
central nervous system development, particularly the hippocampus, a structure highly susceptible to
oxidative stress and morphological alterations. This study aimed to assess morphological alterations and
oxidative stress markers in the hippocampus of offspring from rats subjected to maternal hyperglycemia
during gestation. Wistar rats were subjected to streptozotocin-induced hyperglycemia on the fifth day of
gestation. Hippocampi of the offspring were harvested at 7, 30, and 90 days of age to perform
morphological and biochemical analyses, including the assessment of redox balance. Data were analyzed
using appropriate statistical methods. The hyperglycemic rats exhibited persistent hyperglycemia during
pregnancy, without any significant difference in body mass progression compared to the control group.
Their offspring exhibited a lower body mass index, persistent morphological alterations in hippocampal
subfields at all ages evaluated, increased production of reactive oxygen species, reduced total antioxidant
capacity, and decreased superoxide dismutase activity. Furthermore, reduced caspase-3 activation was
observed at 30 and 90 days of age. In conclusion maternal hyperglycemia promotes persistent
morphological alterations and impairs the antioxidant capacity of the offspring's hippocampus,
demonstrating that intrauterine exposure to a hyperglycemic environment interferes with neural
development and leads to lasting repercussions in adulthood.

Keywords: Diabetes; Hippocampus; Morphology; Oxidative stress.

1. Introdugao

O diabetes mellitus gestacional (DMG) é definido como qualquer grau de intolerancia a glicose com
inicio ou primeiro diagndstico durante a gestacdo. Essa condicdo geralmente é identificada entre a 242 e
a 282 semana de idade gestacional, periodo em que as alteracdes metabdlicas da gravidez se tornam mais
evidentes. Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude [1], o DMG representa uma das complicacoes
mais frequentes da gestacdo. Sua prevaléncia pode variar conforme a populacdo estudada, os métodos de
rastreamento e os critérios diagndsticos utilizados. No Brasil, verificou-se um aumento expressivo dessa
prevaléncia, que na década de 1990 variava entre 2,4% e 7,2% [2], alcancando aproximadamente 14% em
2021, percentual superior a média global [3].

Durante a gravidez, o organismo materno passa por diversas adaptacdes fisioldgicas, envolvendo os
sistemas cardiovascular, renal, hematoldgico, respiratdrio e metabdlico. Entre essas modificacdes,
destaca-se o aumento da sensibilidade a insulina no inicio da gestacdo, o que favorece a captacdo de
glicose pelos adipécitos e contribui para atender a maior demanda energética decorrente do
desenvolvimento fetal [4]. No entanto, a medida que a gestacdo progride, ocorre aumento de hormonios
placentarios e maternos, como progesterona, estrogénio, leptina, cortisol, lactogénio placentario,
prolactina e hormonio do crescimento placentario, os quais favorecem um estado fisioldgico de resisténcia
a insulina. Embora esse processo seja esperado durante a gravidez, nos casos de DMG observa-se também
disfuncdo das células B pancreaticas, o que desestabiliza ainda mais a homeostase glicémica [5].

Embora o DMG seja considerado uma condicdo transitdria, com tendéncia a resolugao apds o
puerpério, sua ocorréncia é capaz de aumentar o risco de desenvolvimento posterior de diabetes mellitus
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tipo 2 (DM2) e de doencas cardiovasculares cronicas. Além disso, predispée a complicagdes maternas,
como polidramnio, pré-eclampsia, hipertensdo gestacional e intercorréncias no parto [5]. As repercussoes
também podem atingir o feto, incluindo maior risco de nascimento prematuro, hipdxia fetal e morte
intrauterina. A gravidade dessas complicacdes depende, principalmente, do tempo de exposi¢do ao
ambiente hiperglicémico e da intensidade da elevacdo glicémica [6]. Ademais, a exposicdo intrauterina a
hiperglicemia pode repercutir na infancia, adolescéncia e vida adulta da prole, aumentando a
predisposicdo ao desenvolvimento de obesidade, DM2, hipertensdo arterial, sindrome metabdlica,
doencas cardiovasculares e alteracdes hepaticas [7].

Dentre os diferentes sistemas afetados pelo ambiente hiperglicémico intrauterino, o sistema
nervoso central (SNC) merece destaque, devido a elevada vulnerabilidade do tecido neural aos efeitos da
neuroinflamacdo e do estresse oxidativo. Esses processos alteram a organizacdo morfoldgica cerebral e
interferem em fungdes cognitivas, como atencdo, aprendizagem e memoria [8]. Sob essa perspectiva, o
hipocampo constitui uma regido de grande relevancia, pois integra o sistema limbico e esta diretamente
envolvida na regulacdo do comportamento, na aprendizagem e na consolidacdo da meméoria.

A formacdo hipocampal é composta pelo Cornu Ammonis (CA), pelo giro denteado (GD) e pelo
subiculo. Essa estrutura subcortical, localizada no lobo temporal, caracteriza-se por elevada atividade
metabdlica, intensa plasticidade neuronal e desenvolvimento prolongado. Essas caracteristicas tornam o
hipocampo especialmente suscetivel a desequilibrios homeostaticos, como o excesso de glicose no
organismo [9]. Anatomicamente, o CA é subdividido em CA1, CA2, CA3 e, em algumas classificacdes, CA4.
O CA4, embora muitas vezes considerado parte do GD, localiza-se na transicdo entre essa estrutura e o
CA3. Da cavidade ventricular ao sulco do hipocampo, o CA pode ser organizado em diferentes camadas,
incluindo o alveus, o estrato oriens (composto por axbénios e interneurdnios inibitdrios), o estrato
piramidal (camada mais espessa, onde estdo presentes os corpos celulares dos neurénios piramidais), o
estrato radiatum (que recebe sinapses das colaterais de Schaffer, axdnios de CA3 que fazem sinapse em
CA1), o estrato lacunoso (zona de entrada do cértex entorrinal) e o estrato molecular (presente também
no GD e separado deste pelo sulco hipocampal) [10].

O GD, por sua vez, representa uma das principais portas de entrada de informacbes para o
hipocampo. Suas células granulares enviam projecOes para a regido CA3 e participam de processos que
sustentam a neurogénese e a codificacdo de padroes de memdria. Essa estrutura apresenta trés camadas:
a camada molecular, localizada mais externamente e composta por dendritos de células granulares,
interneurdnios inibitdrios e fibras aferentes do cértex entorrinal; a camada granulosa, que abriga os corpos
celulares das células granulares; e a camada polimdrfica, também denominada hilus, composta por células
musgosas e interneurénios inibitérios. Ja o subiculo atua como a principal via de saida do hipocampo,
estabelecendo conexdes com o cértex entorrinal, o nucleo accumbens e o talamo [10].

Corroborando a vulnerabilidade do hipocampo as alteragdes metabdlicas, Moran e colaboradores
[11] identificaram atrofia hipocampal em cérebros humanos expostos ao ambiente hiperglicémico, além
de lesOes na substancia branca e presenca de infartos. Esses achados foram acompanhados por déficits
de memoria e aprendizagem. Durante a gestacdo, evidéncias indicam que a hiperglicemia compromete o
desenvolvimento hipocampal, reduzindo a manutencdao da plasticidade sindptica e prejudicando a
formacdo da memoria [12].

Diante desse cendrio, torna-se necessaria a investigacao dos efeitos da hiperglicemia materna sobre
estruturas cerebrais envolvidas em fungbes cognitivas. Assim, o presente estudo teve como objetivo
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avaliar as alteracdes morfoldgicas e os marcadores de estresse oxidativo no hipocampo da prole de ratas
expostas a hiperglicemia durante a gestacdo, em diferentes fases do desenvolvimento até a idade adulta.

2. Materiais e Métodos

Amostra

Foram utilizados quatro ratos machos e oito fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com
oito semanas de idade, fase correspondente a maturidade sexual, provenientes da Rede de Biotérios
(REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Todos os procedimentos foram realizados
conforme aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais, sob o protocolo CEUA 056/18. Os animais
foram alojados em gaiolas de policarbonato opaco, em ambiente com ventilagdo controlada e forragao
de serragem autoclavada. As condi¢gdes ambientais foram mantidas com temperatura entre 18 e 22 °C,
umidade relativa entre 45% e 55% e ciclo luminoso de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Os animais
receberam racdo comercial e dgua potavel ad libitum.

Para o acasalamento, fémeas nuliparas foram colocadas nas gaiolas dos machos, na propor¢ao de
duas fémeas para cada macho, permanecendo juntas durante o periodo noturno. Na manha seguinte, as
fémeas foram separadas dos machos e submetidas ao lavado vaginal. A leitura foi realizada
imediatamente em microscépio éptico de luz, com aumento de 200x. A presenca de espermatozoides nas
laminas foi considerada indicativa do primeiro dia de gestacdo (G1).

Indugdo da lesGo pancredtica e grupos experimentais

Foram obtidas oito fémeas prenhas. No quarto dia de gestacdo (G4), todas foram submetidas a
jejum de 24 horas. No quinto dia de gestacdo (G5), quatro fémeas receberam injecdo intraperitoneal de
tampdo citrato (0,01 M; pH 4,0), enquanto as demais receberam tampdo citrato contendo
estreptozotocina (STZ; 50 mg/kg; Santa Cruz Biotechnology), para inducdo de lesdo das células B
pancreaticas. Decorridas 48 horas (G7), as fémeas prenhas foram submetidas a jejum de oito horas e, em
seguida, uma gota de sangue foi coletada da cauda para determinacdo da glicemia, utilizando-se
glicosimetro ContourPlus®. Foram consideradas hiperglicémicas as ratas com glicemia de jejum =200
mg/dL. Dessa forma, foram constituidos dois grupos maternos: grupo controle (CT), constituido por ratas
normoglicémicas (n = 4), e grupo hiperglicémico (HG), constituido por ratas hiperglicémicas (n = 4).

Antes do acasalamento, no periodo pré-gestacional, e durante a gestacao, nos dias G7 e G17, as
fémeas foram acompanhadas quanto a glicemia, por meio do glicosimetro ContourPlus®, e quanto a
massa corporal, mensurada em gramas com balancga eletrénica KERN. Apds o nascimento, os filhotes
também foram avaliados quanto ao peso corporal, a glicemia e ao comprimento nasoanal, nas idades de
7, 30 e 90 dias.

Apds atingirem as idades de 7, 30 e 90 dias, os filhotes foram submetidos a eutanasia, iniciada com
overdose anestésica composta por cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina (1:1; 0,2 mL/100 g),
administrada por via intraperitoneal. Em cada idade avaliada, cada grupo foi composto por 12 animais,
sendo trés filhotes provenientes de cada mae. Assim, foram constituidos o grupo CT, formado por filhotes
de maes normoglicémicas, e o grupo HG, formado por filhotes de maes hiperglicémicas, nas idades de 7,
30 e 90 dias de vida.

Processamento histoldgico e andlise morfoldgica
Apds a eutanasia, metade dos animais de cada grupo (n = 6 por idade) foi submetida a toracotomia
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para perfusdo transcardiaca com 5—20 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS; 0,01 M; pH 7,4)
e, posteriormente, com 5-20 mL de solucdo fixadora de formaldeido a 3,8% em PBS. Na sequéncia, os
cérebros foram extraidos e encaminhados para processamento histoldgico.

Os tecidos permaneceram por 48 horas em solugao fixadora a 4 °C e, posteriormente, foram
submersos em soluc¢des de sacarose em concentracdes crescentes (10%, 20% e 30%), para desidratacdo
e crioprotecdo. Apds 72 horas, os tecidos foram incluidos em Tissue-Tek® e congelados em isopentano
resfriado a —-40 °C em nitrogénio liquido. Em seguida, foram armazenados em freezer a -20 °C até a
obtencdo dos cortes histolégicos em criostato (Leica). Foram realizados cortes frontais seriados de 10 um
de espessura. Para a localizacdo do hipocampo, utilizou-se o atlas cerebral de ratos de Paxinos e Watson
[13].

Os cortes foram transferidos para laminas de vidro, corados pelo método de Nissl e montados com
laminula. Posteriormente, foram fotografados em microscdpio éptico de luz (Nikon Eclipse-TSi), com
aumento de 40x, e analisados no software Imagel. As andlises morfométricas foram realizadas por meio
da mensuracdo das camadas do Stratum oriens, do CA, subdividido nas regidoes CA1, CA2 e CA3, do
Stratum radiatum e do GD, composto pelas camadas molecular, granular e polimérfica, em ambos os
grupos e nas diferentes idades, conforme demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Fotomicrografia do hipocampo de rato mostrando as subdreas e camadas analisadas. Total; Stratum oriens;
Stratum radiatum; Stratum pyramidale e suas subareas Cornu Ammonis (CA1, CA2 e CA3); Giro denteado (GD) e suas

subcamadas molecular, granular e polimaérfica 100x.

Extragdo proteica e andlises bioquimicas

A outra metade dos animais de cada grupo (n = 6 por idade) teve os encéfalos extraidos a fresco. Os
hipocampos foram dissecados e submetidos a extracao de proteinas totais com tampao RIPA (0,01 M; pH
7,4), com auxilio de homogeneizador. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas sob refrigeragao
(800 x g por 15 minutos, a 4 °C), e os sobrenadantes foram separados. A quantificagao de proteinas totais
foi realizada pelo método de Bradford, mediante leitura da absorbancia em leitor de ELISA (Perkin-Elmer
LS 55), a 595 nm. Os dados obtidos foram organizados em planilhas eletronicas (Excel) para normalizagao
dos demais testes.
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As amostras de proteinas totais foram submetidas a quantificacdo de caspase-3 ativada para
avaliacdo de morte celular. Essa analise foi realizada apenas nos filhotes de 30 e 90 dias de idade, devido
ao volume tecidual insuficiente dos animais com 7 dias. A atividade proteolitica da caspase-3 foi
mensurada por fluorimetria, utilizando-se o kit EnzChek® Caspase-3 Assay, conforme as especificacdes do
fabricante (Thermo Fisher Scientific).

Nos animais com 90 dias de idade, também foi avaliado o equilibrio redox. Para esse propoésito,
foram analisadas a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a atividade antioxidante total pelo
método de reducdo do ferro (FRAP) e a atividade do sistema antioxidante enzimdtico, incluindo a
superodxido dismutase (SOD) e enzimas relacionadas ao sistema da glutationa (G6PDH, GR e GPx).

Para determinacdo dos niveis de ROS, os homogeneizados foram incubados com diacetato de
dicloro-dihidro-fluoresceina (10 uM) e tampao Tris-HCl (5 mM; pH 7,4) por trés minutos. Em seguida, a
fluorescéncia foi mensurada em microplacas de 96 pocos, em leitor de ELISA (Perkin-Elmer LS 55), a 530
nm.

A capacidade antioxidante total foi determinada pelo método FRAP, baseado no potencial
antioxidante redutor férrico. Nesse ensaio, os antioxidantes presentes na amostra reduzem Fe3+ a Fe2+,
que é quelado por 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), formando o complexo Fe2+-TPTZ, de coloracgdo azul
intensa. A leitura do complexo colorido foi realizada em espectrofotémetro, a 593 nm. A capacidade
antioxidante das amostras foi determinada por meio de curva analitica construida com Trolox como
padrdo. O Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametacromano-2-carboxilico) é um andlogo hidrofilico da
vitamina E, utilizado como agente antioxidante padrao.

A atividade da SOD foi avaliada com base na inibicdo da reacdo do radical superdxido com o
pirogalol. A SOD catalisa a dismutacdo de dois radicais superdxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio,
sendo considerada uma defesa primdria contra o estresse oxidativo. O superéxido é gerado pela
autoxidacdo do pirogalol em meio bdsico, e a SOD presente na amostra compete com o sistema de
deteccdo pelo radical superdxido. A oxidagao do pirogalol gera um composto colorido, detectado em
espectrofotémetro a 420 nm. A atividade da SOD foi determinada pela taxa de oxidacdo do pirogalol, e
os resultados foram expressos em unidades de SOD por miligrama de proteina (U/mg). Uma unidade de
SOD foi definida como a quantidade capaz de inibir 50% da autoxidagao do pirogalol.

Para andlise das glutationas, a atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi mensurada a partir da
incubacdo do homogeneizado com tampao GPx, composto por fosfato de potdssio 100 mM contendo
EDTA 1 mM (pH 7,7), azida sédica (40 mM), GSH diluida em acido metafosférico a 5%, GR diluida em
tampdo GPx, NADPH diluido em bicarbonato de sdédio a 5% e terc-butil (0,5 mM). O decréscimo na
concentracdo de NADPH foi avaliado por 10 minutos em espectrofotdmetro, a 340 nm. A atividade da
glutationa redutase (GR) foi avaliada utilizando glutationa oxidada (GSSG) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) como substratos. Para isso, foram empregados tampao fosfato de sédio
(200 mM; pH 7,5), EDTA (6,3 mM), GSSG (1 mM), NADPH (1 mM) e as amostras. O consumo de NADPH foi
mensurado a 340 nm por 10 minutos. Uma unidade de GR foi definida como a quantidade necessaria para
reduzir 1 pmol de GSSG por minuto, e a atividade especifica foi expressa em U/mg de proteina. A atividade
da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi monitorada pela producao de NADPH, observada pelo
aumento da absorbancia a 340 nm.

Andlise estatistica
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Os dados numéricos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade. Para os dados com
distribuicdo paramétrica, foi aplicado o teste t de Student ndo pareado. Para os dados ndo paramétricos,
utilizou-se o teste U de Mann-Whitney. As andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0,
adotando-se nivel de significdncia de p < 0,05. Valores de p entre 0,051 e 0,10 foram considerados
limitrofes. Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média.

3. Resultados

3.1 Evolugdo do peso corporal e glicemia das mdes e filhotes

Durante a gestacdo, as ratas dos grupos CT e HG apresentaram aumento progressivo da massa
corporal, sem diferencas expressivas entre os grupos (Figura 2A). Entretanto, a avaliacdo glicémica
demonstrou elevagdo significativa apenas no grupo HG tratado com STZ, enquanto o grupo CT
permaneceu normoglicémico durante todo o periodo experimental (p < 0,0001) (Figura 2B).

Nos filhotes, o indice de massa corporal (IMC), calculado a partir do peso corporal e do comprimento
nasoanal, foi significativamente menor no grupo HG aos 7, 30 e 90 dias de vida quando comparado ao
grupo CT (p < 0,0001; p =0,005; p = 0,025, respectivamente) (Figura 2C). Em relagdo a glicemia, os filhotes
do grupo HG apresentaram valores inferiores aos do grupo CT aos 30 dias (p = 0,011) e superiores aos 90
dias (p = 0,009). Entretanto, em todas as idades avaliadas, os valores permaneceram dentro da faixa
fisioldgica para ratos Wistar, abaixo de 135 mg/dL (Figura 2D).
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Figura 2. Evolugdo do peso corporal (g) (A) e da glicemia das ma3es (mg/dL) (B) nas fases pré-gestacional, no sétimo (G7)
e no décimo sétimo (G17) dia gestacional. Evolugdo do IMC dos filhotes (C) e da glicemia dos filhotes (mg/dL) (D) nas
idades de sete (P7), trinta (P30) e noventa (P90) dias de idade. Linhas e barras cinza claro representam o grupo controle
(CT) e linhas e barras cinza-escuro representam o grupo hiperglicemia (HG). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. Teste
t de Student ndo pareado.

3.2 Avaliagéo morfoldgica do hipocampo
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A andlise morfolégica evidenciou alteracdes estruturais no hipocampo da prole exposta ao
ambiente hiperglicémico intrauterino em todas as idades avaliadas. Aos sete dias de vida, observaram-se
guedas significativas no Stratum radiatum (p = 0,012) e no Stratum pyramidale da regido CA1 (p = 0,003)
(Figura 3A, D, G, J e M). Aos 30 dias, foram identificadas alteracbes na camada total (p = 0,002),
correspondente a distancia entre o Stratum oriens e a por¢cdo média do GD, bem como no Stratum
radiatum (p = 0,001) (Figura 3B, E, H, K e N). Aos 90 dias, persistiram altera¢cdes na camada total (p =
0,028), no Stratum radiatum (p = 0,006), no Stratum pyramidale da regido CA3 (p = 0,042) e na camada
molecular do GD (p = 0,002) (Figura 3C, F, |, Le O).

15+
M 209 o0 N;15- 0 ;E
£ = = §
15+ 104 .
104 $
10+ 'g X 1 I
05+ 054,
gos-
o - 00+
00 CAY CA2 CA) el CAY CA2 CA) CAl CA2 CA)

Figura 3. Fotomicrografias do hipocampo de filhotes com (A-D) 7 dias de idade, (B-E) 30 dias de idade, (C-F) 90 dias de
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idade. (A, B, C) Fotomicrografias do hipocampo do grupo controle (CT); (D, E, F) Fotomicrografias do hipocampo do grupo
hiperglicemia (HG); (G, H, I) Graficos com analise das camadas Total, Stratum oriens (Or) e Stratum radiatum do
hipocampo dos grupos CT e HG, onde o grupo HG apresentou afinamento na camada de células do Stratum radiatum em
P7, e na camada de células Total em P30 e P90; (J, K, L) Graficos com andlise das camadas do giro denteado (molecular,
granular e polimérfica) do hipocampo dos grupos CT e HG, onde o grupo HG apresentou afinamento na camada molecular
em P90; (M, N, O) Graficos com andlise das subareas do Stratum pyramidale (CA1, CA2, CA3) do hipocampo dos grupos
CT e HG, onde o grupo HG apresentou afinamento nas camadas de células da subarea CA1 em P7 e CA3 em P90. *p <
0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001, Teste t de Student ndo pareado. Escala = 600 um.

3.3 Aumento de ROS e redugdo do sistema antioxidante no hipocampo dos filhotes adultos

A Figura 4 apresenta as quantificacdes da analise do equilibrio redox no hipocampo de filhotes dos
grupos CT e HG aos 90 dias de idade. A atividade oxidante, os antioxidantes e suas respectivas enzimas
foram avaliados apenas nessa faixa etaria devido ao volume insuficiente de tecido para a realizacdo dos
ensaios nas demais idades. Os animais do grupo HG apresentaram maiores niveis de ROS (p = 0,001)
(Figura 4A). Em relagao ao sistema antioxidante, verificou-se diminui¢ao da atividade antioxidante total
(p =0,0002) (Figura 4D). Na avaliacdo das enzimas antioxidantes, apenas a atividade da SOD apresentou
diminuigado significativa (p = 0,028) (Figura 4E), nao sendo observadas alterages nas enzimas relacionadas
ao sistema da glutationa (GR: p = 0,48; G6PDH: p = 0,42; GPx: p = 0,48) (Figura 4F-H).

B 1C/

g
&

s

j

DCF fluorescence)
H
FRAP
(trolox umol eq/ug protein)
o

w
=
A

304

n
o
I

204

3
SOD (U/mg prot)

104

ROS (Average Intensity of Q
3

(=]
1
o
’
o
1

CT90 HG90 CT90 HGS0 CT90 HG9%0

©
@
o

20-
° - g
5 154 & 60+ I p 1§
& > =
£ 10 S 40 £ 10/ L
5 I e o =2
o & &
O s % 201 & -
0~ 0- 0-
CT90 HG90 CT90 HG90

0
-4
=
X
@
E]

RFU (relative fluorescence @

units) de Caspase no hipocampo

cT30 HG30 CT90 HGS0

Figura 4. (A-G) Avaliacdo do balanco redox e da apoptose no hipocampo de filhotes dos grupos controle (CT) e
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hiperglicemia (HG). (A) Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS); (B) atividade antioxidante total pelo método
FRAP; (C) atividade da superdxido dismutase (SOD); (D) atividade da glutationa redutase (GR); (E) atividade da glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH); (F) atividade da glutationa peroxidase (GPx); (G) avaliacdo da caspase-3 ativa em extrato
proteico de hipocampo de filhotes com 30 e 90 dias de idade. O grupo HG apresentou aumento de ROS, reducdo da
capacidade antioxidante total e diminui¢ao da atividade da SOD, sem alteragdes significativas nas enzimas do sistema da
glutationa. A caspase-3 ativa apresentou redugdo no grupo HG aos 30 e 90 dias. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.
Teste t de Student ndo pareado.

3.4 Apoptose no hipocampo dos filhotes jovens e adultos
Os dados obtidos apds o ensaio de ativacdo da caspase-3 (Figura 4G) demonstraram reducdo da
apoptose no grupo HG nas idades P30 (p = 0,0008) e P90 (p = 0,022), quando comparado ao grupo CT.

4. Discussao

A inducdo do diabetes por STZ constitui um modelo experimental amplamente estabelecido para o
estudo do diabetes mellitus. Esse agente promove a destrui¢ao das células B pancredticas, resultando na
elevagdo da glicemia plasmatica. Como consequéncia, é frequente a perda ponderal, uma vez que o
organismo passa a utilizar proteinas e lipideos como fontes energéticas alternativas por meio do
catabolismo [14].

Durante o periodo gestacional, espera-se incremento fisiolégico da massa corporal materna. No
presente estudo, embora as ratas hiperglicémicas tenham apresentado elevacao significativa da glicemia
apos a inducdo por STZ, ndo foram observadas diferencas expressivas na evolug¢do da massa corporal
materna em relacdo ao grupo controle. Em relacdo a prole de maes hiperglicémicas, o peso ao nascer
tende a ser maior ou menor, dependendo da gravidade da hiperglicemia materna [15]. Em seres humanos,
guando o controle glicémico é mantido por meio de intervencdo farmacoldgica, observa-se, em geral,
aumento do peso neonatal. Em contrapartida, filhotes com menor peso e tamanho sdo frequentemente
descritos em situacdes nas quais a hiperglicemia descontrolada induz disfuncdo placentaria, limitando o
transporte de nutrientes e restringindo o crescimento intrauterino, o que resulta em restricio do
crescimento fetal e baixo peso ao nascer, com repercussdes metabdlicas e neuroldgicas em longo prazo
[16]. No presente estudo, a prole de ratas expostas a hiperglicemia apresentou IMC significativamente
menor em todas as idades avaliadas (7, 30 e 90 dias), quando comparada ao grupo controle, embora os
niveis glicémicos tenham permanecido dentro dos parametros de normalidade.

O numero de investigacdes voltadas aos mecanismos que afetam o desenvolvimento neural da prole
gestada em ambiente hiperglicémico ainda é reduzido. Segundo Rosinha et al. [15] e Fasoulakis et al. [16],
a severidade das complicac¢des esta principalmente vinculada a duracdo do diabetes e ao grau de controle
metabdlico da doenca. A literatura reconhece que o ambiente hiperglicEmico favorece danos neuronais
e disfuncdes endoteliais, culminando em estresse oxidativo, a liberacdo de citocinas prd-inflamatérias e
aumento do potencial de membrana mitocondrial, fatores capazes de ativar vias deletérias para o SNC,
especialmente em regides vulneraveis, como o hipocampo [17].

Em consonancia com esses mecanismos, foram evidenciadas modificacdes morfoldgicas na regido
hipocampal da prole de maes com hiperglicemia. Os filhotes expostos a hiperglicemia apresentaram areas
e camadas hipocampais (CA1, CA3, Stratum radiatum, camada molecular do GD e darea total) mais
delgadas nas idades avaliadas (7, 30 e 90 dias), em comparacao aos filhotes de maes normoglicémicas.

A reducdo da area CA1 do hipocampo acarreta diversas implicacdes funcionais, uma vez que essa
regido desempenha papel crucial na meméria, na aprendizagem e em outras fungdes cognitivas [18].
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Trata-se de uma drea critica para a aquisi¢cdo e recuperacdao de memorias de longo prazo, de modo que
seu declinio funcional pode resultar em dificuldades na retencdo de novas informacGes e na evocacao de
memdrias previamente armazenadas. Somado a isso, a atrofia desse subcampo estd associada a
condicBGes neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer [19].

O afinamento da regidao CA3, por sua vez, estd intimamente ligado a um maior risco de deméncia.
Estudos indicam que essa regido é essencial para a aprendizagem, a membdria, as fun¢des executivas e a
flexibilidade cognitiva [20]. De acordo com esses achados, modelos computacionais sugerem que esse
subcampo esteja envolvido no estabelecimento de novas associagdes e na integracdo de elementos de
episédios, reforcando sua importancia para os processos de aprendizagem [21].

O GD é uma estrutura hipocampal diretamente implicada na neurogénese. A reducdo de suas
camadas é um indicativo de disturbios emocionais, como ansiedade e depressdao, condicdes
frequentemente observadas quando a neurogénese hipocampal se encontra comprometida [22]. Além
disso, o GD participa de uma forma especifica de plasticidade sindptica denominada potenciacdo de longa
duracdo, fundamental para a formacdao de memérias. Essa alteracdo morfoldgica pode prejudicar essa
plasticidade, contribuindo para déficits cognitivos [23].

Esses animais também evidenciaram sinais de estresse oxidativo, acompanhados por atenuacdo da
atividade do sistema antioxidante e da enzima SOD. O estresse oxidativo constitui um dos principais
mecanismos de lesdo neuronal, decorrente do desequilibrio entre a producdo de ROS e a capacidade dos
sistemas antioxidantes de neutralizd-las. No diabetes, a hiperglicemia promove esse desequilibrio,
culminando em danos teciduais e celulares. Durante a gestacdo, o estresse oxidativo é considerado um
dos fatores mais relevantes para o prejuizo ao desenvolvimento fetal. Adicionalmente, o hipocampo
figura entre as regides mais vulneraveis a esse processo, resultando em perda neuronal [24].

No estudo de Foghi e Ahmadpour [25], foi constatada atrofia hipocampal associada ao ambiente
hiperglicémico, enquanto a perda neuronal foi atribuida ao estresse oxidativo. Em outro trabalho que
analisou o hipocampo sob condi¢des hiperglicémicas, foram identificadas altera¢cdes estruturais e
funcionais no SNC, bem como reducdo da densidade de espinhas dendriticas, estresse oxidativo,
disfuncao mitocondrial, ativacdo de vias apoptéticas e comprometimento neuronal, contribuindo para
déficits cognitivos e processos neurodegenerativos [24,26].

No que se refere a apoptose, verificou-se, de forma surpreendente, que os filhotes de 30 e 90 dias
do grupo exposto ao ambiente hiperglicémico apresentaram menor expressdao de caspase-3 ativada,
protease efetora ativada na fase final da cascata apoptdtica, em comparagdo ao grupo controle. A
primeira vista, esse achado pode parecer paradoxal, uma vez que indica menor morte celular em
hipocampos morfologicamente mais delgados. Contudo, é importante considerar que a apoptose
constitui um processo fisiolégico essencial para o desenvolvimento neural e, em ratos, ocorre em periodos
bem definidos: no final da vida embrionaria (E17-E21), no inicio da vida pds-natal (P3-P7) e, em niveis
mais baixos, entre P14 e P21, especialmente no cerebelo e no hipocampo [27,28].

Considerando esse cendrio, a maior expressao de caspase-3 no hipocampo dos animais do grupo
controle reflete um padrao fisioldgico de normalidade, enquanto a menor expressao identificada na prole
de maes hiperglicémicas pode indicar uma resposta compensatdria a perdas celulares exacerbadas
ocorridas durante esses periodos criticos, essenciais para o estabelecimento de circuitos neurais
eficientes e maduros. Segundo Hami [27], a diminui¢do da espessura hipocampal decorre da elevada taxa
de morte celular nos primeiros dias de vida. Adicionalmente, hd evidéncias de que a hiperglicemia
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materna prolongada durante periodos criticos do desenvolvimento desregula os niveis de apoptose e
afeta a neurogénese hipocampal, reduzindo a proliferacdo e a sobrevivéncia celular no periodo pdés-natal.
Esses achados demonstram que o ambiente hiperglicémico interfere no processo fisioldgico de poda
sindptica, crucial para a formacdo e a organizacdo das redes neuronais durante o desenvolvimento [29].

5. Conclusao

Os resultados deste estudo demonstram que a hiperglicemia materna promove alteragdes
morfolégicas persistentes no hipocampo da prole, acompanhadas por aumento da producdao de ROS,
reducdo da capacidade antioxidante total e diminuicdo da atividade da SOD. Esses achados indicam que
a exposicao intrauterina ao ambiente hiperglicEmico compromete o equilibrio redox e interfere no
desenvolvimento estrutural hipocampal, com repercussGes mantidas até a idade adulta. A continuidade
dessas investigacOes é essencial para esclarecer se tais alteracdes persistem até a senescéncia e se
contribuem para maior predisposicdo a déficits cognitivos, deméncias ou outras doencas
neurodegenerativas.
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