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0 objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da hiperglicemia de longa
duragao na distribuicao dos mastécitos na pele. Vinte ratos foram divididos
em dois grupos experimentais: Grupo | - normais e Grupo Il - diabéticos. Todos os
animais foram sacrificados 30 dias ap6s a indugéo do diabetes melito. Pequenos
fragmentos da regiéo dorsal da pele foram removidos, fixados em formol, incluidos
em parafina e corados pelo azul de toluidina para identificagdo dos mastdcitos
pela metacromasia. Os mastdcitos cutaneos foram quantificados utilizando-se a
técnica morfométrica de contagem de pontos e o nimero médio de mastdcitos
nos dois diferentes grupos comparados estatisticamente pelo teste “t"de Student.
A porcentagem de volume na derme ocupada pelos mastécitos no grupo diabético
foi relativamente pequena (0,8% + 0,24). A andlise estatistica demonstrou um maior
numero de mastécitos na derme dos animais normais quando comparado com
os diabéticos.
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inflamatérios liberados pela deg
induzida por diferentes estimulos™*S. Apresentam também

Os mastécitos e os baséfilos, descritos inicialmente por
ERLICH®, em 1877, sdo células com morfologia,
desenvolvimento e propriedades biolégicas muito
semelhantes. Essas eélulas contém em seu interior grinulos
ricosem ,como
a histamina, a heparina, os fatores (|\|im|ul(xul:0.\ para
cosindfilos ¢ neutrfilos, as prote:
metabdlitos do dcido araquidénico, estes

s neutras e os
iltimos potentes

em suas superficies receptores para imunoglobulina
através dos quais participam das reagoes de
hipersensibilidade do tipo 1. S@o essencialmente células
duais originadas d p Jamedula

v

Na pele de humanos, ratos ¢ camundongos, os
stécitos sdo encontrados primariamente na r
superficial da derme logo abaixo da jungio epiderme-
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derme®. Podem ser observados também em associagio

e Grupo II - Diabéticos (10 animais). Os animais foram

com vasos nervos, p
no controle nervoso do fluxo sangiifneo e na angiogénese
(BENYON?, 1989). Possuem potencial proliferativo apGs
sua 40 morfolégica e
de migragio (SONODA etal."”, 1984).

Um maior nimero dessas células ¢ encontrado nos
tecidos de pacientes com lesdes inflamatdrias cronicas,

1 ragdo (Anderson Clayton) ¢ dgua
ad libitum ¢ mantidos em gaiolas préprias com cinco
animais em cada uma.

Ap6s um jejum de 24 horas, s animais foram pesados
¢ odiabetes melito induzido por injegao intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ - Sigma Chemical Company) -
65mg/kg de peso corporal, dissolvida em solugdo salina

alergias, sistémica ¢ de diabetes
melito®*"”.

No diabetes melito experimentalmente induzido por
aloxana em ratos, MAITI; DASGUPTA'"' (1980)
demonstraram, apés 7 e 30 dias, um aumento do nimero
de mastécitos em diferentes tecidos como pancreas,
tireGide, pele e mesentério. Os autores sugeriram que a
hiperglicemia persistente e a auséncia de insulina nesses
animais foram a causa do aumento da proliferagio dos
‘mastécitos naqueles 6rgdos.

Os diversos trabalhos de NORRBY ¢ colaboradores
(198212151983, 1985", 1989°, 1990') em animais
diabéticos demonstraram um aumento da mitogénese de
células do tecido conjuntivo, como fibroblastos ¢
angioblastos, induzida por subsldncm secretadas pelos

Essa resposta p células
it g r iada a algum ﬂ“o( tecidual
adquirido pelas mesmas, durante o desenvolvimento desta
sindrome. Esse fator responsdvel pelo aumento da
mitogénese pode ser adquirido também pelos mastcitos,
ocasionando o aumento tecidual destas células®

A indugio quimica de longa duragio do diabetes melito,

PH 4,5, seguindo-se a téenica utilizada
por ABBEY; COHE! HKLAR', 1972.

Os animais do Grupo I foram injetados com a mesma
solugdo descrita acima, porém sem a presenga do
estreptozotocina. Vinte e quatro horas apés a indugio do
diabetes melito, sua confirmagio e seu grau foram obtidos
pelo teste de BENEDICT™. Os animais com teste
BENEDICT positivo receberam, via intramuscular, uma
unidade de insulina NPH 40U (Biobrds - Brasil) no primeiro
dia e 2 unidades a cada 24 horas, durante os dois dias
subsegiientes.

‘Trinta dias ap6s a indugio do diabetes melito, todos os.
animais do Grupo Normal e Diabético foram sacrificados
por inalagiio de éter sulfiirico. Um pequeno fragmento de
pele de aproximadamente 4,0 x 5,0 cm foi retirado com o
auxilio de um bisturi Bader-Parker ¢ uma pinga dente-de-
rato, da regidio dorsal de cada animal.

Antes do sacrificio, apés um jejum de 24 horas, 3 ml
de sangue de cada animal foram coletados por pungio
cardfaca, colocados em um tubo de ensaio contendo
anticoagulante fluoreto (2 gotas para 2,5 ml de sangue), ¢

centrifugados a 2.000 rpm durante 15 minutos para
ok

por drogas como aaloxana.c a interfere
i com o dos das
proteinas ¢ dos lipidios, ocasionando nos animais um

acentuadoestado de debilidade organica. Hssas aleragoes
1ul ;

io do plasma sanguineo. A dosagem de glicose no.
plasma foi realizada pelo método da glicose-oxidase,
utilizando-se o sistema Glicose Labtest. As leituras foram
realizadas em espectofotdémetro, sendo os valores

mch\h(leczn dos difcrcnlc.~ tecidos. Para manter a
homeostasia, o organismo ativa diversos processos
adaptativos e compensatorios.

O objetivo deste trabalho consiste em estudar a
distribuigiio dos mastécitos na regio cutinea de ratos
normais e diabéticos, com a finalidade de verificar a
influéncia da hiperglicemia de longa duragiio na sua
distribuigio tecidual.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados dezoito ratos (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar) adultos jovens, divididos em
dois grupos experimentais: Grupo I - Normais (8 animais)

(mg/d]) obtidos por uma curva padrio.
s dep letados foram

auxilio de alfinetes em placas de Petri contendo parafina
s6lida, em uma espessura de 0,5¢m e fixados em formol
neutro a 10%, durante 24 horas, a temperatura ambiente.
Ap6s a fixagio, cada fragmento de pele foi dividido em
fragmentos menores, de 1,0x0,5¢m, antes da inclusao em
parafina, segundo a técnica de rotina do Departamento de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia de Bauru,
'USP. Foram obtidos trés ldminas de cada bloco contendo
cortes de 6mm de espessura. Uma ldmina foi corada com
hematoxilina ¢ cosina, para avaliagio das condigdes
teciduais gerais e duas laminas foram coradas com azul de
toluidina, pH 5,7, seguindo-se basicamente a técnica de
PEARSE, 1968", para identificagdo dos mastécitos




cutdneos pela metacromasia ¢ andlise morfométrica.

O mimero de mastécitos presentes na derme dorsal,
identificados pela coloragiio com azul de toluidina, foi
determinado utilizando-se um microscdpio binocular
OLYMPUS ¢ um reticulo de integragiio ZEISS com uma
ocular Kpl (8x) e objetiva 40X. A drea do reticulo, obtida
através de uma limina milimetrada, foi de 0,121285mm2.
Analisou-se 50 campos e o ndmero de mastdcitos/mm?®
foi calculado dividindo-se o mimero médio de mastGeitos
no campo (PA) pela drea examinada, que foi igual a
0,121285mm’.

A firagiio de volume ocupada pelos mastcitos na derme
dorsal foi caleulada utilizando-se o mesmo reticulo de

d
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e de 0,8% nos animais diabéticos (Tabela 2). Aplicando-
se o Test “t"de Student com nivel de probabilidade de
erro de 5% (P=0,05) detectou-se que as médias dos dois
grupos sdo estatisticamente diferentes (Tabela 2).
Portanto, de acordo com esses resultados, a fragao de
volume ocupada pelos mastécitos na regido dorsal da
derme € menor nos animais diabéticos quando comparado
com 0s animais normais.

TABELA 2- Média e desvio-padréo da média da densidade de
volume (%) de mastocitos na regido da derme dorsal
de ratos normais & diabéticos

integragao ZEISS descrito
basicamente a téenica indicada por WEIBEL; GOMES™

pontos coincidentes do reticulo com os mastécitos em 50
campos, perfazendo um total de 5.000 pontos. A
porcentagem da derme ocupada pelos mastécitos (fragio
de volume) foi calculada utilizando-se a seguinte férmula:
Fragio de Volume (Vvi) = Pi + P, onde: Pi = pontos

coincidentes sobre os mastécitos, e P = nimero total de

pontos (mimero de pontos do reticulo, que sio 100, vezes
o ntimero de campos examinados, que sio 50, assim, P =
5.000). Os dados obtidos pela frmula acima
1"de

100x50
foram tratados estatisticamente utilizando-se o Test “
Student, com nivel de probabilidade de erro de 5%.

RESULTADOS

As médias dos niveis de glicose no plasma sangi
dos ratos dos Grupos Normal ¢ Diabético podem ser
visualizadas na Tabela 1.

TABELA 1- Mé: licose d
obtidas 30 dias apos a mdu:ao do diabetes melito

GRUPO MEDIA DESVIO-PADRAO  AMOSTRA
NORMAL  1,2025" 0,2455 8
DIABETICO 0,8760 0,2454 10

* significante para p < 0,05

0 niimero médio de mastdcitos em cada campo
nos d animais dos
Grupos Normal e Diabético pode ser observado na Tabela
3. A drea examinada em cada campo corresponde a drea
do reticulo de integragio utilizado. A divisio do nimero
médio de mastécitos em cada campo pela drea do reticulo
expressa em mm?® permitiu a obtengio do nimero de
mastécitos/mm’, como pode ser visualizado na Tabela 3.
Nota-se que o nimero de mastocitos/mme é maior no Gupo
Normal, quando comparado com o Grupo Diabético.

DISCUSSAD

A técnica morfométrica utilizada neste trabalho de
contagem de pontos para obtengio da fragdo de volume
ocupada pelas estruturas ou células nos diferentes campos
microsc6picos tem sido uilizada por outros autores o
estudo da ibuigdo ¢ A

GRUPOS EXPERIMENTAIS GLICEMIA (mg/dl)
NORMAIS 162,33
DIABETICOS 431,95

Os mastécitos morfologicamente identificados pela
metacromasia com azul de toluidina, em pH 5,7,

pr na derme,
onde assumiam uma localizagio perivascular e
circundando, algumas vezes, os anexos cutancos. A
fragio de volume da derme ocupada pelos mastocitos
(porcentagem de volume) foi e 1,2% nos animais normais

padronizagio das caracte s morfolégicas das
estruturas ou clulas a serem estudadas, bem como a
escolha da técnica de coloragio, sio critérios importantes
aserem observados para a realizagiio da morfometria'®.
A coloragao dos fragmentos cutineos com azul de
toluidina, em pH 5,7 permitiu a visualizagio adequada dos
6 por . A andlise
realizada demonstrou uma pequena redugdo,
estatisticamente significante, no volume da derme dorsal
ocupado pelos mastécitos nos ratos diabéticos — 1,2%
no Grupo Normal e 0,8% no Grupo Diabético. Essa
redugiio parece estar associada principalmente com a
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TABELA 3- Ndmero fotal de mastocitos em 50 campos microscépicos (N) e nimero médio de ¢
mastacitos (PA) com respectivo desvios-padréo (+) em cada campo microscopico
equivalente a uma area de 0,121285mm (drea do reticulo) na regido da derme dorsal

dos ratos normais e diabéticos

Dismiuicao CuAnea bos MAS)C;:HOS M R’AIDS NOWAAS E DIAB‘FIDOS

das des
coloragdio destas células
comumente obser-vadas
como

variz

na
1

NORMAL DIABETICO o azul de toluidina, torna-
) se diffcil uma comparagio
HUMERODOAMMAL N 4 N da) entre os varios resultados
1 402 8,04 251 5.02 destes trabalhos e 0s nossos
. 421 8,42 198 3,96 Além disso, a distribui-
3 817 6,34 334 6,68 ¢io dos mastécitos nos
. 816 6.32 350 7,00 diferentes tecidos varia com
5 466 932 280 5,60 5 ot
. 5504 e 216 it aidade, a raca, a regido do
7 472 9,44 248 496 corpo examinada e com a
8 469 9,38 325 6,50 hiperglicemia acentuada'"
2 : 2 288 5,78 MAITI; DANGUPTA",
0 : & il 558 em 1980 foram os primeiros
TOTAL 3.396 67,92 2.769 65,38 autores a observarem no
diabetes melito, induzido
MEDIA 4245 8492154 2772  5538+0,99 aloxana, em ratos, o
aumento do nimero de
mast6citos na lingua,
do nimero de pois estomago, miisculos, mesentério, pancreas ¢ derme. A

os dados da Tabela 4 ou Grdfico 1, observa-se que o
niimero médio de mastécitos/mm? também diminuin. Na
derme dos animais do Grupo Normal encontramos 69,99
mastécitos/mm? e nos animais do Grupo Diabético, 45,65
mastécitos/mm.

Esses dados sdo contrastantes com alguns poucos
trabalhos nalteratura” que verificaram um aumeto do
niimero de tecidos de di

comparagio dos nossos achados com o destes autores
tornou-se dificil, pois a técnica microscépica usada por
cles, para a quantificagio dos mastécitos foi pouco clara,
néo sendo citado nem mesmo a objetiva microscépica
utilizada. A discrepéncia desses resultados com os nossos
parece refletir diferengas nos critérios determinados, tanto
para realizagio da andlise microscépica (como as
caracteristicas celulares) quanto na metodologia

Em razio da utilizadas para

para indugio do diabetes melito (aloxana ¢

ficagdo d 8 naderme,

TABELA 4

da média () da regido da derme dorsal dos ratos
normais e diabéticos

P . Outro aspecto a ser
considerado referc a0 medicamento utilizado por nés
para indugio do diabetes melito, o antibiético
estreptozotocina pode ter causado uma degranulagio
acentuada dos cutaneos diminui; ssim o

NUMERO DO ANIMAL NORMAL DIABETICO nimero de células coradas pela metacromasia com azul
de toluidina.
: et P Para DRUVVEFORS; NORRBY¢ (1989), NORRBY
3 8227 55,07 etal.”, 1992, NORRBY ct al., 1982, NORRBY et al'®,
4 52,10 57,71 1990, 0 aumento da mitogénese de células como
5 76,84 46,17 fi i ul: liais apOs a secregil
° 87,89 35,61 local de substincias pelos mastcitos nos animais
77,83 40,89
8 77,33 5350 diabéticos, p fator
9 ! 4749 celular adquirido d i
10 - 46,00 desta sindrome. Sugeriram que este fator poderia afetar
TOTAL 559,77 456,57 {hiabémios sua
seu nimero em
VEDIA 6900211089 45,65%7,62 Qeterminados teidos . NORRBYL, 1982, observou que
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skin of normal and diabetic
rats  induced by

streptozotocin. Eighteen
rats were shared in two

experimental groups: 1
control and 11 diabetics.

The diabetes mellitus was
induced through
intraperitoneal injection of
streptozotocin. All animals
from the T and II groups
were sacrificed on the 30th
day after streptozotocin
administration.  Small
samples of skin were
removed, embedded in
parafin and stained with
toluidine blue solution.
Dermal mast cell were
quantified with the use of a
morphometric point

O NORMAL
Bl DIABETICO

diabéticos

GRAFICO 1- Numero médio.

estas alteragoes da mitogénese ocorrem tardiamente,
principalmente apés 4 semanas da indugiio do diabetes
melito. Como o tempo médio de vida dos ratos ¢ de
aproximadamente 2-3% comparado o dos humanos, 4
semanas no rato, como o utilizado neste trabalho, podem
ser comparadas com 2,5 a 3 anos nos humanos. Portanto,
a hiperglicemia de longa duragio induzida por
estreptozotocina, pode interferir no nimero ou mesmo na
degranulagio dos mastécitos.

Sabendo-se que, algumas das afirmagdes acima sio
apenas esp ivas, s estudos sdo ios para
determinar s no diabetes melito de longa dur:
nimero ou apenas as alterag
dos itos i iama
do tecido conjuntivo. Além disso, torna-se importante a
andlise do modelo experimental utilizado nos diferentes
trabalhos ¢ sua influéncia na degranulagiio mastocitdria.

i incipais fatores is pel

P l
indugiio da secregio de substancias pelos mastécitos
poderdo ajudar no futuro a esclarecer o real papel des
células nas diferentes lesges proliferativas que afetam rins,

counting technic. The
analysis of differences
between the mean number of mast cells in two different
groups were compared using Student’s test “t”. In diabetic
animals the mast cell in skin occupied a relatively small
percentage of the dermal volume, with a mean value of
0.8% (+0,24SD). The statistical test revealed significantly
more dermal mast cell in control than in diabetics animals.
Itis concluded that the decreased in dermal mast cell was
brought about a consequence of diabetic hyperglycemia.

UNITERMS: Mast cell; Diabetes mellitus; Hyperglycemia.
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