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RESUMO

Objetivo: o estudo longitudinal, entre o 18° e o0 21° dias de prenhez, das alteracées bioquimicas
e histoquimicas das placentas de ratas diabéticas, cujos fetos tiveram macrossomia e retardo
de crescimento intra-uterino (CIUR).

Material e Método: usando modelo experimental em ratas, foram estudados 3 grupos:
controle, diabete moderado e grave. A prenhez foi resolvida por cesdrea no 18° ou no 21°
dia. Compararam-se as glicemias materna e fetal; a incidéncia de recém-nascidos (RN) de
peso pequeno (PIP), adequado (AIP) e grande (GIP) para tempo de prenhez; peso, indice e
contetido de DNA, RNA e proteinas placentdrios e quantidade de glicogénio na superficie de
trocas materno-fetais.

Resultados: no diabete moderado houve maior propor¢éo de RN-GIP com placentas ricas em
DNA e diminuigcdo progressiva de glicogénio em suas membranas no final da prenhez. No
diabete grave houve predominio de RN-GIP e as placentas exibiram menor conteudo de
DNA, sintese aumentada de RNA e tendéncia a maior produg¢do protéica, com manuteng@o
dos depdsitos de glicogénio.

Conclusoes: concluiu-se que, entre o 18° e o 21° dias, os desvios do crescimento fetal no
diabete materno, moderado e grave relacionam-se a alteracées placentdarias distintas. No
moderado hd apenas hiperplasia celular, com desaparecimento do glicogénio no final da
prenhez. No grave, a superficie de trocas materno-fetais é mais espessada e, além de
hiperplasia, ha hipertrofia das células, com manutencéo dos estoques placentdrios de glicogénio.

PALAVRAS-CHAVE: Diabete e gravidez. Macrossomia — CIUR. Placenta: alteracgées.
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A macrossomia e o retardo de crescimento
intra-uterino (CIUR) sdo observados entre os casos
com diabete mal controlado, os de longa evolucao
e nos que apresentam alteracoes vascularesS.

A literatura € controversa a respeito da
reproducao experimental do feto macrossémico nas
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gestantes diabéticas. Um modelo experimental em
ratas para estudo do bindémio diabete e gravidez
revelou desvios do crescimento fetal, relacionados
a intensidade do diabete materno. A hiperglicemia
moderada induziu a macrossomia e a grave o
retardo de crescimento fetal?.

As placentas nas gestacdes humanas
complicadas pelo diabete sdo maiores que o normal
e apresentam alteracoes estruturais que interferem
no crescimento fetal?. Na prenhez de ratas com
diabete grave, a placenta é grande e os fetos
pequenos em relacdo ao grupo controle?®. No
diabete moderado, a placenta também esta
aumentada, mas os fetos sdo grandes em relacao
ao grupo controle?.

Esta discrepancia entre o tamanho fetal e
placentario é encontrada em varias outras
condicoes, caracterizadas pelo menor aporte de
oxigénio ao feto. Nestas condicdes, a
placentomegalia é explicada por mecanismo de
compensacao que possibilitaria, gracas ao
crescimento, maior superficie de troca materno-
fetal. E o que poderia acontecer na associacdo do
diabete e gravidez, pelos efeitos da doenca na
arquitetura vascular placentaria'.

As alteracoes bioquimicas associadas a
anomalias estruturais caracterizam um retardo no
amadurecimento das placentas. Em ratas
diabéticas, a sintese de DNA placentario continua
até o 18° e 19° dias de prenhez, dois a trés dias a
mais em relacao a estabilizacao do total de DNA
nas placentas de ratas néo-diabéticas®. Estudos
com microscopia eletronica confirmam depésito de
glicogénio na superficie placentaria em ratas
diabéticas, sugerindo, também, imaturidade do
orgao®. Pela microscopia 6ptica, a presenca de
espessamento da membrana nas regioes de trocas
materno-fetais e a presenca de células
trofoblasticas remanescentes nas placentas de
ratas diabéticas denotam imaturidade, ou seja, um
orgao menos eficiente para garantir o
desenvolvimento fetal?.

A literatura nao explica porque as alteracoes
placentarias observadas em microscopia 6ptica,
embora semelhantes nas ratas com diabete
moderado e grave, levam a resultados fetais
opostos. A resposta pode estar na quantidade
diferente de glicogénio depositada na superficie de
troca e na composicao bioquimica das placentas
no diabete moderado e grave.

Em vista da ocorréncia de tais alteracoes
anatomopatologicas, semelhantes no diabete
moderado e grave, associando macrossomia e
retardo de crescimento intra-uterino, planejamos
este estudo de forma longitudinal, entre o 18° e o
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21° dia de prenhez, do peso e indice placentarios e
das alteracdoes bioquimicas e histoquimicas das
placentas de ratas com diabete moderado e grave.

Material e Método

Foram estudados trés grupos experimentais:

a) controle: composto de 20 ratas nao-diabéticas e
20 ninhadas;

b) diabete M: (diabete moderado) grupo composto
de 20 ratas com glicemia na prenhez entre 120
e 200 mg/dl e 20 ninhadas;

c) diabete G: diabete grave, composto de 20 ratas
com glicemia na prenhez superior a 200 mg/dl
e 20 ninhadas.

Adotou-se sequéncia experimental para
estudo de diabete e prenhez em ratas Wistar
padronizada por Calderon?. Em cada grupo
experimental, metade das ratas teve a prenhez
resolvida, por cesarea, no 18° dia e, na outra metade,
a prenhez se estendeu até o termo (21° dia).

Os recém-nascidos foram separados das
placentas por técnica de arrancamento,
identificados e pesados. A seguir, foram decapitados
e colhido “pool” de sangue de toda ninhada para
determinacao da glicemia plasmatica por método
enzimatico. Este procedimento s6 foi possivel no
21° dia, pois no 18° dia de prenhez a quantidade
de sangue dos filhotes € insuficiente para analise
da glicemia, tanto por método enzimatico, como
por fitas-reagente. O peso dos recém-nascidos foi
classificado em pequeno (PIP), adequado (AIP) e
grande (GIP) para tempo de prenhez, considerando-
se a média e o desvio-padrao do grupo controle?.

O estudo das placentas baseou-se no calculo
do peso e indice placentarios, que € a relacao entre
o peso da placenta e o peso fetal, na analise
histoquimica, que evidencia os depésitos de
glicogénio na superficie de trocas, pela reacdo de
PAS (técnica padronizada no Laboratério de
Anatomopatologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu - UNESP) e na analise bioquimica dos
conteudos de DNA®13 e proteinas!®. Tais observacoes
foram realizadas no 18° e 21° dias de prenhez.

Os resultados quantitativos foram
submetidos a testes estatisticos em que se
empregou analise de variancia, pelo teste F, seguida
dos testes de Tukey para amostras nao-
dependentes e “t” para amostras dependentes. O
teste do c? foi usado para comparar a incidéncia
das classes de recém-nascidos, adotando-se 5%
como limite de significancia?!.
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Resultados

Na Figura 1 observa-se a evolucao da glicemia
materna, durante a prenhez: as ratas do grupo
controle tiveram queda entre o 1° e 0 14° dias, com
aumento progressivo até o 21° dia, dentro da faixa
de normoglicemia. As ratas com diabete moderado
também apresentaram diminuicdo da glicemia
entre o 1° e o 14° dias, com aumento apés o 18°
dia. No diabete grave, os niveis glicémicos maternos
foram constantes até o 18° dia, com
descompensacao apos este periodo. A glicemia dos
filhotes ao nascimento, na prenhez de termo (21°
dia), reflete os niveis glicémicos intra-uterinos
(Figura 2). No 18° dia, o grupo controle teve
distribuicdo normal entre recém-nascidos de peso
adequado (AIP), pequeno (PIP) e grande (GIP) para
tempo de prenhez; esta distribuicao se manteve
no diabete moderado e, entre as ratas com diabete
grave, houve predominio de recém-nascidos PIP.
No 21° dia o diabete moderado foi modelo de
macrossomia e o grave continuou sendo modelo
de CIUR (Figura 3).
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(*) As médias dos grupos experimentais, seguidas da mesma letra e
respectivo indice, ndao diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste “t” para amostras dependentes.

Figura 1 - Evolugdo da glicemia materna na prenhez de ratas dos grupos controle e
diabéticos, moderado e grave.
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Figura 2 - Niveis glicémicos, maternos e fetais, no 21° dia da prenhez nos grupos de
ratas controle e diabéticos, moderado (M) e grave (G).
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Figura 3 - Incidéncia (%) de recém-nascidos classificados entre os de peso pequeno
(PIP), adequado (AIP) e grande (GIP) para a idade no 18° e 21° dias de
prenhez, nos grupos controle e diabéticos, moderado e grave.

O peso dos fetos do grupo diabete grave foi
menor no 18° dia e no 21° dia da prenhez. A
placentomegalia foi caracteristica dos grupos
diabéticos desde o 18° dia da prenhez e o indice
placentario (PP/FF) foi sempre maior no diabete
grave (Tabela 1).

O conteuido de DNA placentario foi maior no
21° dia da prenhez de ratas diabéticas e o de RNA
foi menor apenas no grupo diabete moderado no
21° dia da prenhez. As proteinas estavam
aumentadas no 18° dia no grupo diabete moderado
e no 21° dia no grupo diabete grave (Tabela 2).

No 18° dia as placentas de todos os grupos
exibiram reacdao de PAS positiva (Figura 4A, B e
C). No 21° dia, as placentas dos grupos controle e
diabete moderado apresentaram reacdo de PAS
negativa e nas do grupo diabete grave, a reacédo de
PAS era fortemente positiva (Figura 5A, B e C).

Os cortes histologicos das placentas do grupo
controle foram caracterizados por uma camada
esponjosa frouxa, de aspecto rendilhado; condutos
vasculo-fetais de parede endotelial delgada,
perfeitamente justapostos as lacunas maternas,
determinando adelgacamento da superficie de
trocas materno-fetais; poucas células plasmodiais
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(citotrofoblasto) se projetavam na luz das lacunas
maternas (EIV na placenta humana). Em
contraposicdo, as placentas dos grupos diabéticos,
moderado e grave, apresentavam camada
esponjosa densa, de aspecto compacto; condutos

Placenta e Diabete

vasculo-fetais de parede endotelial espessa,
denotando maior quantidade de tecido interposto
as lacunas maternas; células plasmodiais em maior
numero e mais proeminentes na luz das lacunas
maternas (Figuras 4A, B, C e 5A, B, C).

Tabela 1 - Pesos fetais e placentarios e indice placentério no 18° e 21° dias da prenhez nos grupos de ratas controle e diabéticos, moderado (M) e grave (G). Médias (") e desvio

padréo (DP).

Grupos Peso (g) (*) Indice placentario (*) Peso (g) (*) Indice placentario (*)
Experimentais Feto Placenta (PP/PF) Feto Placenta (PP/PF)
Controle . 1,467a, 0,388 a; 0,27a, 0,202a, 0,473a, 0,09a,

DP 0,120 0,039 0,01 0,117 0,058 0,01
Diabete M . 1,465a, 0,504 a;b, 0,27a, 5,376a, 0,504a;b, 0,09a,

DP 0,072 0,070 0,04 0,181 0,070 0,01
Diabete G . 1,303by 0,55 by 0,31b, 4,152by 0,550b, 0,13b,

DP 0,113 0,080 0,03 0,510 0,080 0,03

(*) Médias dos grupos experimentais, seguidas da mesma letra e indice, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey, para cada tempo de prenhez.

Tabela 2 - Composicédo das placentas quanto ao seu contetdo de DNA, RNA e proteinas, no 18° e 21° dias de prenhez, nos grupos de ratas controle e diabéticos, moderado (M) e grave
(G). Médias (") e desvio padréo (DP).

Contetdo/Total placenta (*)

Grupos DNA (pg/g) RNA (pg/g) proteinas (mg/g)
Experimentais 18° 21° 18° 21° 18° 21°
Controle g 0,89 a, 0,99 a, 1,61 a, 1,37 a; 0,26 a, 0,25 a,
DP 0,13 0,21 0,39 0,20 0,03 0,03
Diabete M . 0,85 a, 1,28 by 1,56 a, 1,10 by 0,29 by 0,27 a,
DP 0,27 0,52 0,52 0,28 0,05 0,07
Diabete G g 0,89 a, 1,18 a;b; 1,56 a, 1,44 a, 0,28 agby 0,34 b,
DP 0,15 0,36 0,31 0,44 0,04 0,09

(*) Médias dos grupos experimentais, seguidas da mesma letra e indice, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey, para cada tempo de prenhez.
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Figura 4A - Placenta do grupo controle na prenhez Figura 4B - Placenta do grupo diabete moderado Figura 4C - Placenta do grupo diabete grave na
de 18 dias: reagdo de PAS positiva na prenhez de 18 dias: reagdo de PAS prenhez de 18 dias: reagdo de PAS
(PAS 40 x 1,25 x 10) positiva (PAS 40 x 1,25 x 10) positiva (PAS 40 x 1,25 x 10)

Figura 5A - Placenta do grupo controle na prenhez Figura 5B - Placenta do grupo diabete moderado Figura 5C - Placenta do grupo diabete grave na
de 21 dias: reagdo de PAS negativa na prenhez de 21 dias: reagdo de PAS prenhez de 21 dias: reagdo de PAS
e membrana placentaria adelgagada negativa com espessamento da fortemente positiva e membrana
(PAS 40 x 1,25 x 10). membrana placentaria (PAS 40 x 1,25 placentaria bastante espessada
x 10). (PAS 40 x 1,25 x 10).
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Discussao

O crescimento fetal € mais intenso na
segunda metade da gestacdo humana, o que
corresponde na prenhez de ratas, ao intervalo entre
o 14° e o 21° dias. O estudo dos desvios do
crescimento fetal deve ter mais sucesso se restrito
a este periodo da prenhez, caracterizado por
elevacao da glicemia materna, tanto no grupo de
ratas controle como diabéticas. Entretanto,
dificuldades técnicas, relacionadas a caracterizacao
dos fetos e ao tamanho, impediram que o estudo
fosse feito entre o 14° e 0 21° dias, s6 sendo possivel
entre o 18° e 0 21° dias.

A glicemia materna refletiu-se sobre o feto e
os niveis glicémicos dos recém-nascidos
confirmaram a normo e a hiperglicemia moderada
e grave do meio intra-uterino. Estes aspectos foram
descritos na literatura relacionando os efeitos do
diabete materno sobre a evolucao fetal nas
gestagdoes humanas!® e na prenhez de ratas?!%18,

Um dos efeitos mais comuns da hiperglicemia
materna € a macrossomia fetal. Tal caracteristica
€ classicamente observada entre os filhos de maes
diabéticas!* e explicada pela maior oferta de glicose
ao meio intra-uterino, substrato que se traduz na
principal fonte de energia para o desenvolvimento
e crescimento fetal®!®. Entretanto, a reproducéao
do feto macrossémico em modelos experimentais
de diabete e prenhez € sujeita a controvérsias na
literatura. Alguns autores observaram peso fetal
diminuido em relacdo ao grupo controle*”16, ao
passo que outros consideraram a macrossomia
caracteristica do diabete experimental!?!7,

Um modelo experimental em ratas, para
estudo do bindémio diabete e gravidez, revelou
desvios do crescimento fetal relacionados a
intensidade do diabete materno. A hiperglicemia
materna moderada induziu a macrossomia e a
grave, o retardo de crescimento fetal?. Os resultados
deste experimento reforcaram a hipétese de que a
hiperglicemia materna moderada determina maior
proporcao de recém-nascidos grandes (GIP) e que
a hiperglicemia grave se relaciona com recém-
nascidos pequenos (PIP) para tempo de prenhez.
Mostraram também que estas alteracoes ocorreram
no final da prenhez, ou seja, a partir do 18° dia,
quando o crescimento fetal é mais acentuado®. No
diabete moderado, houve diminuicao da incidéncia
de fetos com peso pequeno e adequado e elevou-se
a de fetos macrossémicos. Nos nossos grupos
experimentais de diabete grave, observou-se
aumento do indice de retardo de crescimento, a
custa de diminuicao dos recém-nascidos de peso
adequado, e a macrossomia nao se manifestou.

O CIUR na prenhez de ratas normais é
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secundario a insuficiéncia da placenta,
caracterizada por diminuicdo do peso e do fluxo
placentarios®®. Entretanto, na prenhez complicada
pelo diabete, tanto o CIUR como a macrossomia se
associam a placentomegalial®!'® observacao
comprovada também neste experimento. Se a
placentomegalia se relacionou aos dois extremos
do desenvolvimento fetal, ndo deve ser apenas o
peso deste 6rgao o responsavel pelos distirbios do
crescimento do feto.

Analisando a funcéao placentaria pelo indice
placentario, relacao entre o peso da placenta e o
peso fetal, pode-se afirmar que existe disfuncéo
placentaria apenas no diabete grave. Os indices
placentarios no diabete moderado foram
superponiveis aos do controle, no 18° e no 21° dias
e, no diabete grave, a disfuncado da placenta se
manifestou no 18° dia, intensificando-se ao termo
da prenhez. Estes resultados apontam insuficiéncia
da placenta em garantir as trocas materno-fetais,
proporcional a intensidade do diabete, como fator
importante na génese dos desvios do crescimento
fetal. Apesar dos pesos das placentas serem
equivalentes nos grupos diabéticos, o indice
placentario revela respostas diferenciadas ao
estimulo hiperglicémico moderado e grave. A falta
de correlacado histopatologica para estes achados
sugere que outros distirbios devem estar presentes
e precisam ser investigados.

Os parametros avaliados neste experimento
confirmam a influéncia da glicemia materna na
determinacao das caracteristicas placentarias
distintas em relacao ao contetuido celular (DNA, RNA
e proteinas) e depodsito de glicogénio®, que
interferem com a evolucao de peso dos recém-
nascidos no periodo de maximo desenvolvimento.
Observou-se que no grupo controle a glicemia
materna manteve-se dentro dos limites de
normalidade. Esta normoglicemia permitiu que o
desenvolvimento placentario fosse adequado, ou
seja, o crescimento celular foi interrompido no 18°
dia, facilitando as trocas materno-fetais. Os
conteudos de DNA, RNA e proteinas mantiveram-
se estaveis e o glicogénio depositado nas
membranas placentarias foi desaparecendo
gradativamente do 18° ao 21° dia, traduzindo
especializacao do 6rgao no sentido de garantir as
necessidades fetais. Os recém-nascidos tiveram,
em sua maioria, peso adequado e os desvios do
crescimento, a macrossomia e o CIUR incidiram
em proporcoes semelhantes e discretas.

No diabete moderado, a hiperglicemia
materna interferiu com os desenvolvimentos
placentario e fetal. Nessas placentas, a sintese de
DNA continuou, de maneira acentuada, no final
da prenhez, apesar da manutencao na producédo
de RNA e proteinas. Houve apenas hiperplasia
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celular que, associada ao aumento do depésito de
glicogénio no 18° dia e seu total desaparecimento
no 21° dia (Figuras 4B e 5B), permitiu que a
hiperglicemia materna se refletisse sobre o meio
intra-uterino, proporcionando desenvolvimento
fetal exagerado. A proporcao de recém-nascidos
macrossémicos foi maior no 21° dia da prenhez, a
custa da diminuicao da incidéncia dos de peso
adequado para a idade gestacional.

No diabete grave, a hiperglicemia materna
grave alterou a maturacdo da placenta,
caracterizando-a como insuficiente em sua funcao
nutritiva, pela maior incidéncia de recém-nascidos
pequenos para tempo de prenhez. Observou-se que,
além da producao continua de DNA, a sintese de
RNA e proteinas foi mantida até o final da prenhez,
ou seja, a hiperplasia e a hipertrofia celular,
associadas a manutencao de glicogénio no 21° dia
(Figuras 4C e 5C), tornaram a superficie de troca
materno-fetal mais espessa e prejudicaram o
desenvolvimento do feto. Em decorréncia destas
alteracoes, houve diminuicao acentuada dos recém-
nascidos de peso adequado e manifestou-se o CIUR.

Fica evidenciado que, apesar do aspecto
histopatologico semelhante entre placentas de ratas
diabéticas, cujos recém-nascidos tém macrossomia
ou retardo de crescimento, existem alteracoes
bioquimicas e histoquimicas que explicam a
ocorréncia desses desvios do crescimento fetal com
caracteristicas diferentes.

SUMMARY

Purpose: placental alterations were evaluated in
macrosomatia and fetal growth retardation in pregnancy
complicated by diabetes. Three groups of rats, used as
experimental models, were studied: control, moderate and
severe diabetes.

Material and Method: cesarian sections were carried out on
the 18th or 21st day of pregnancy. Maternal and fetal
glycemia, newborn weight, placental weight, relationship
between placental and fetal weight, DNA, RNA and protein
contents and the glycogen deposited on placental membranes
were analyzed.

Results: there was a higher number of macrosomic newborns
in the moderate diabetes group, whose placentas were rich in
DNA with progressive decrease of glycogen in their membranes

towards the end of pregnancy. There was a predominance of

small for date newborns in the severe diabetes group. Their
placentas showed a small DNA proportion, an increase in RNA
synthesis and a tendency to higher protein production, with no
change in the glycogen deposit.

Placenta e Diabete

Conclusions: we conclude that fetal growth deviation in
moderate and severe maternal diabetes between the 18th and
21st days of pregnancy is related to several placental
alterations. In the moderate form there were only cellular
hyperplasia and disappearance of placental glycogen at the
end of pregnancy. In the severe diabetes group there was
thickening of maternal-fetal membranes during this period.
There was cellular hyperplasia and hypertrophy associated
with the maintenance of glycogen reserves in the placental
membranes.

KEY WORDS: Diabetic and pregnancy. Macrosomatia —
IUGR. Placental alterations.
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