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RESUMO: No presente estudo, avaliamos a influéncia da aloxana sobre as células das
ilhotas pancreaticas de ratos, realizando analise quantitativa das células a, 3 e d.

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norveggicus), machos, da linha Wistar, distribuidos em dois
grupos de 10 ratos, sendo um, grupo-controle e outro grupo experimental. Apés jejum de 36
horas, foram administrados, por via endovenosa, 40 ml/Kg de monoidrato de aloxana e, cerca de
30 minutos apds, foi oferecido alimento ao animal. Ao final de 10 dias de observacgdo, os animais
foram sacrificados. Foram selecionadas amostras de diferentes regides do pancreas e subme-
tidas a processamento histolégico, tendo sido coradas com hematoxilina e eosina. Para o estu-
do imunoistoquimico, foram utilizados anticorpos antiinsulina, antiglucagon e anti-somatostati-
na. A analise quantitativa foi realizada em oito ilhotas pancreéticas, as mais representativas de
cada animal. Os resultados foram considerados significativos, quando p<0,05. Houve reducao
significativa do nimero de células B e aumento significativo, do nimero de células 8. Os resulta-
dos reforgam a afirmagcédo de que a aloxana tem acdo destrutiva sobre as células e exerce
influéncia significativa sobre as células & pancreaticas, 0 que ja havia sido observado em outros
estudos.

UNITERMOS: llhotas de Langerhans. Insulina. Glucagon. Somatostatina. Imuno-histoqui-
mica. Aloxana.

1. INTRODUCAO compostas por células produtoras de glucagon, cé-
lulas B, produtoras de insulina, céluldsprodutoras
O pancreas enddcrino é constituido por pequele somatostatina e células PP, produtoras de polipep-
Nos grupos circunscritos, as ilhotas de Langerfians tideo pancreétiéd®. As ilhotas pancreaticas podem
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sofrer alterag6es funcionais e morfologicas, decorre®. MATERIAIS E METODOS
tes de varios fatores, dentre os quais, farmacos que ~
produzem radicais livres como aloxana e estreptozé-1 Selecdo da amostra

tocind®. ' _ Foram utilizados 20 ratoR@ttus norveggicis
A aloxana € uma substancia que possui, Coninachos, da linha Wistar, com peso corporal, inicial entre

provadamente, acao seletiva e destrutiva sobre 280 e 300 g, provenientes do biotério da Disciplina de
célulasP pancreéaticd3® e que induz a®iabetes Fisjologia.

mellitus,em animais experiment&i$. Alguns estu-
dos demonstraram que a formacdo de radicak2 Grupos experimentais
superéxido e hidroxila, induzidos por aloxana, é res- Os animais foram distribuidos em dois grupos,
ponsavel pela citotoxicidade desse comp8$t¥'>)  cada um com 10 ratos, sendo um grupo-controle, de-
Outros experimentos sugerem que a inibicdo da sgeminado N (controle normal) e um grupo experimental,
crecdo de insulina por aloxana e causada por sua jdentificado como grupo A (com ratos que receberam
terferéncia com as proteinas citoplasmaticas que cafjecio de aloxana).
tém sulfidril e dissulfid&’6),
Estudo, utilizando o método imunoistoquimico,2-3 Injecao de aloxana
observou que os pancreas dos animaisR@mbetes Os animais foram mantidos em jejum por 36
mellitus,induzido por aloxana, apresentaram reducaoras, recebendo apenas agua e, ao final do periodo,
de 70% da area da ilhota ocupada pelas células bef@ram administrados 40ml/Kg, por via endovenosa, de
chegando até a auséncia delas, enquanto houve gbnoidrato de aloxana (Nutritional Biochemical Corp.)
mento da area ocupada por céludas ndo houve a 2%, diluidos com solugéo salina fisiolégica. A inje-
alteracdo no contetdo de células produtoras dgio de aloxana foi feita através da veia jugular inter-
glucagon nas ilhot&9). Outro estudo concluiu que, na, apés anestesia por inalagéo de éter etilico. Aproxi-
aparentemente, a aloxana causa ndo somente a d@adamente 30 minutos ap6s a administracdo de
truicéo das ceélulg’, como, também, de toda a ilhota, aloxana, foi oferecido alimento ao animal. Ao final de
com aumento das células ed por hiperplasig®. dez dias de observacdo, os animais foram sacrifica-
Com relacéo a morfologia das ilhotas pancreados para a realizacdo da coleta de sangue e para a
ticas, havendo coloragéo por imunofluorescéncia tirada de 6rgédos. O horario de sacrificio, para os
analise morfomeétrica, e levando-se em consideracgpupos estudados, variou, das nove as quinze horas.
a area total de células por ilhota, demonstrou-se que o
as célulam ed dos pancreas dos ratos c@iabe- 2-4 Coleta de orgaos
tes mellitusjnduzido por aloxana ou estreptozotoci- Sob anestesia inalatéria com éter, abriu-se a
na, estdo dispersas e com forma distorcida, em cogaixa toracica dos animais, e o coracao foi exposto
traste com sua localizagdo periférica noftfal para que se fizesse a perfusao pelo ventriculo esquer-
Alguns trabalhos demonstraram que, a longado, que foi iniciada com solucéo salina fisiol6gica (NaCl
prazo (tempo maior que 60 dias), o tratamento de r8;9%) até o clareamento dos érgdos (cerca de 300
tos, com doses subdiabetogénicas de aloxana, indumé e, a seguir, utilizou-se formalina tamponada a 4%
hipoglicemia somente em aproximadamente 25% dgsH 7,4 até o enrijecimento do corpo do animal, cerca
animais. O mecanismo de melhoraliabetesnes- de 100 ml. Ap6s a perfusao, foi feita a coleta e pesa-
se caso, parece estar relacionado aos mecanismosyden do pancreas, que foi mantido em frascos de vi-
reparo nas célulds iniciados pela prépria aloxana ou dro, contendo formalina tamponada com pH 7,4, para
pela hipoglicemia de longa dura¢&b Outro estudo posterior analise morfoldgica.
demonstrou que ha duas formas de regeneracdo das _ o R
célulasp: proliferacdo e diferenciac@d. 2.5 Processamento histologico do pancreas
Em vista de tais observacdes e contradicées, Para analise morfologica, o pancreas, apés a
propusemo-nos verificar o efeito, a curto prazo (1@oleta e manutencdo em frasco de vidro, contendo
dias), em ratos, da injecdo de aloxana sobre a morfimrmalina tamponada (pH 7,4), durante 3 dias, foi
logia, das ilhotas pancreaticas, realizando analise quatividido emtrés segmentos: proximal (A), médio (B)
titativa das célulae, 3 ed, através do método imu- e distal (C) em relagdo ao duodeno, e submetido ao
noistoquimico. processamento histologico para preparacéo das lami-
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nas. Os fragmentos dos segmentos, fixados eocontracorado com hematoxilina de Mayer por cinco
formalina a 3,7%, foram desidratados por uma bateriainutos e diferenciado com hidréxido de aménia a 1%.
de &lcool etilico com concentracdo crescente (70%0r fim, as laminas foram lavadas em agua corrente e
80%, 90% e alcool absoluto), diafanizados em xilolmontadas com cola incolor a 50%mtellan
emblocados em parafina e cortados por micr6tomaq, . o
em cortes com espessura den5 As seccdes obti- 2-/ Analise quantitativa
das foram secadas em estufa a 37°C e coradas com As laminas contendo os fragmentos dos trés
hematoxilina e eosina. segmentos de pancreas foram avaliadas quanto a
guantidade de células presentes em cada ilhota, sendo
selecionadas as ilhotas mais representativas. Estabe-
Para a realiza¢édo do estudo imunoistoquimicdeceu-se um namero fixo de oito ilhotas, as mais re-
fizeram desparafinizagdo das laminas, hidratacdopgesentativas a serem observadas em cada rato. As
aguecimento em forno microondas por dois ciclos deglulas positivas das ilhotas pancreéaticas eram cora-
nove minutos. Foram feitos resfriamento e passagedas fortemente de vermelho pelos métodos imunois-
das laminas em 4. a 3%, em agua destilada, por 15toquimicos especificos (insulina, glucagon e somatos-
minutos e em &gua corrente e PBS (fosfato basico thina) e comparadas com laminas com controles po-
sédio) por 15 minutos. Para o estudo das céBjiié  sitivos. Em seguida, somamos as células de cada la-
utilizado anti-soro de porco da india com concentramina, separadamente, positivas para insulina, glucagon
¢do protéica de 6,4 mg/ml (LOWRY, padrdo des somatostatina, em um total de 10 ratos normais e 10
albumina bovina), com imunogenicidade para insulineatos sob efeito de aloxana. As analises foram feitas
pancreatica porcina, porém com reagfes cruzadas cem microscépio de luz comum (Zeiss), em objetiva de
insulina de varios mamiferos, incluindo os ratos anald0x. A contagem das células foi feita com auxilio de
sados e também, humanos, na diluicdo de 1:5@@ntador manual.
(DAKO corporation-carpinteria, CA-USA, cadigo . .
nimero A564, lote nimero 045C). Para o estudo d&s® Analise estatistica
célulasa, foi utilizado anti-soro de coelho com con- A partir de uma analise de variancia, nao
centracdo protéica de 18mg/ml (LOWRY, padrdo dparamétrica (Teste de Kruskal-Wallis) e do teste de
albumina bovina), com imunogenicidade para glucagotomparacdes multiplas, ndo paramétrico (LSD — di-
pancrea-tico porcino e reacdes cruzadas para uerenga minima significante), verificou-se que as di-
grande numero de espécies de mamiferos, incluinderencas séo estatisticamente significativas entre os
ratos e humanos, na diluicdo de 1:500 (DAKQatos normais e ratos sob o efeito de aloxana, quando
corporation carpinteria CA-USA, cédigo nimero A565p<0,05 (5% = nivel de significancia).
lote nimero 097). Para o estudo das célylé&s uti-
lizado anti-soro policlonal de coelho com concentraz RESULTADOS
¢ao proteica de 20mg/ml (LOWRY, padrao de albumina
bovina) e um sintético ciclico (1-14) de somatostatina Em relagéo as células produtoras de insulina,
conjugada a tiroglobulina bovina, com imunogenicidaem ratos normais, obtivemos um valor total de 2805
de para somatostatina pancreatica humana, poré&@@lulas positivas para 10 ratos (60,89% do total de
com reacdes cruzadas com a somatostatina de wélulas), variando do nimero minimo de 90 e do maxi-
grande numero de espécies de mamiferos, incluindoo de 696 células positivas por rato. Nas laminas de
ratos, na diluicdo de 1:500 (DAKO corporationratos sob efeito de aloxana, obtivemos o valor total de
carpinteria, CA-USA, cédigo nimero AO566, lote528 células positivas (22,62% do total de células), va-
nimero 037). Foi feita incubacdo®C4or 22 horas. riando do minimo de 13 e o maximo de 192 células
Ap6s isto, lavamos com tampao PBS pH=7,4ositivas por rato. Em relacéo as células produtoras
e, para a deteccdo, usamdstale estreptavidinabio- de glucagon, em ratos normais, obtivemos o valor to-
tina, conjugada com peroxidase (large volume DAK@al de 1487 células positivas (32,28% do total de célu-
fos AB Kit peroxidase, cédigo 0676) e a revelacéo d@s), variando do nimero minimo de 67 e do maximo
sistema foi feita, usando-se como substrat@:td  de 294 células positivas por rato. Nas laminas de ra-
0,0097% em acetato como cromégeno, usamos 0 AEGs sob efeito de aloxana, o nimero total de células
(Sigma-A06926) a 0,048%, em formalina de dimetil gositivas foi de 1181 (50,59% do total de células), va-

2.6 Estudo imunoistoquimico
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riando entre 0 minimo de 36 e 0 maximo de 241 cély26,77% do total de células), variando o minimo de 13
las positivas por rato. Em relacdo as células produte-o maximo de 215 células positivas por rato.

ras de somatostatina, em ratos normais, obtivemos o0 Os dados mostram diminuigdo do namero de
valor total de 315 células positivas (6,83% do total deélulas positivas para insulina (Figura 1) e aumento no
células), variando do minimo de 12 e do maximo de Giimero de células que expressam somatostatina (Fi-
células positivas por rato. Ja em relagdo as célulgsira 2) nos ratos sob efeito de aloxana em relagéo
produtoras de somatostatina, em ratos sob efeito des ratos normais. Nao houve diferenca quanto as cé-
aloxana, o numero total de células positivas foi de 628las produtoras de glucagon (Figura 3).
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Figura 1: Numero de células positivas para insulina, em ratos normais e sob efeito da aloxana.
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Figura 2: Numero de células positivas para somatostatina, em ratos normais e sob o efeito da aloxana.
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Figura 3: NUmero de células positivas para glucagon, em ratos normais e sob o efeito da aloxana

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES maticos de glucagon e somatostdtiaNiveis basais
de somatostatina mais elevados foram também obser-

Propusemo-nos verificar a influéncia da injecadwados em cdes com diabetes induzido por alé¥ana
de aloxana em ratos, sobre a morfologia, das ilhot&omo glucagon e insulina estimulam e inibem as célu-
pancreé-ticas, realizando andlise quantitativa das désd, respectivamente, poder-se-ia levantar a possibi-
lulasa, B ed, através de estudo imunoistoquimico. lidade de que os niveis elevados de glucagon e os ni-

Os nossos resultados demonstram que a aloxeeis baixos de insulina, observados em cées diabéticos
na exerce influéncia sobre o pancreas enddcrino. por efeito de aloxana, poderiam ser responsaveis pela
afirmativa é baseada no fato de que, quando analigaroducdo aumentada de somatostatmaiva*®).
mos ilhotas de ratos sob efeito de aloxana, verificadipertrofia e hiperplasia de céluldsno diabetes, po-
mos haver diferenca estatisticamente significativderiam ser também causadas por mudancgas na glicose,
guanto ao numero de células positivas para insulinaéeidos graxos livres ou cetonas, 0s quais sao conheci-
somatostatina com relagéo ao grupo-controle estuddes por aumentar a liberagéo de somatostatina no rato
do. Nossos achados séo semelhantes aos observadiabéticd'®. A formagéo de peroxido de hidrogénio,
por Rastogi et dt® que descrevem hiperplasia deinduzida por aloxana, causa fragmentacdo do DNA
célulasa ed apls a injecdo de aloxana. Porém, exisdas células produtoras de insulina e, consequentemen-
tem resultados contraditorios. Patel ét%9bbserva- te, Diabetes mellitué314.21) Estudos demonstraram
ram que as células e as células PP eram preservague o efeito da aloxana sobre a secre¢éo de insulina
das, inicialmente, enquanto as cél@@asfriam elimi- ocorre em dois estagios; inicialmente, ha a acéo esti-
nacao virtual e as célul@apresentavam severa re-mulante com liberagéo rapida do horménio, presumi-
ducédo, precocemente, no diabetes. Nossos estudadmente em virtude do influxo de ions de célcio ao
sugerem que ha aumento significativo do numero dgtosol das célulg, logo apos, a secrecdo de insulina
célulasd, aumento néo significativo do nimero de cépara completamente, mesmo durante a estimulacao
lulasa e reducéo significativa do nimero de célfflas com altas doses de glicose, em decorréncia da necro-
contradizendo parcialmente os achados. Em ratosse de célula§ pancreaticas.
macacos com diabetes induzido por estreptozotocina  Experimentos com composto de aloxana (marca-
e noDiabetes mellitusgdependente de insulina, um do com is6topo 14 de C) demonstraram que a captacéo
aumento no nimero de célulag 6 tem sido obser- deste composto pelas céluiaé maior, em compara-
vado, com mudancas correspondentes nos niveis plgéo com as demais células das ilhotas pancre@lcas
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Alguns trabalhos demonstraram que, a longgéo das células pré-existentes. Esse estudo demons-
prazo (tempo maior que 60 dias), o tratamento de r&ou que, apds um ano de seu inicio, a toleréncia a
tos com doses subdiabetogénicas de aloxana indupli&ose estava completamente normal com um aumento
hipoglicemia somente em cerca de 25% dos arfiflais concomitante do contetido de insulina do pancreas. Em
O mecanismo de melhora, nesse caso, parece estasso estudo, a analise do efeito da aloxana foi feita a
relacionado aos mecanismos de reparo nas cflulascurto prazo e supde-se que as ilhotas ndo tenham so-
iniciados pela propria aloxana ou pela hipoglicemia digido o efeito da regeneracao das célfias
longa duracéo. Outro estulputilizando o método Apos andlise criteriosa dos dados da literatura
imunoistoquimico, dividiu o pancreas de rato em areasundial, correlacionando-os com resultados do pre-
onde houve e onde ndo houve perfussdo por aloxasente estudo, que demonstram alteragdes morfolégi-
através do clampeamento da artéria mesentérica si&s nos pancreas de ratos sob efeito de aloxana, é
perior. Esse estudo demonstrou que ha duas formpagssivel reforcar a afirmagéo de que esse composto
de regeneracao das célufagroliferacdo e diferen- tem acdo destrutiva sobre as célfdgsancreaticas.
ciacao. No segmento onde houve perfusdo por aloxalém disso, no presente estudo, observamos que a
na, observou-se que, a longo prazo, h4 um aumentoaoxana também exerce influéncia significativa sobre
namero de célulaB. Esse aumento ocorre principal-as célulasd pancreéticas, o que ja havia sido obser-
mente proximo aos ductos, sugerindo que elas podeviado por outros autoréd. Entretanto, 0 mecanismo
am ter se diferenciado das células do ducto. No sede acdo da aloxana sobre as cél@lasd pancrea-
mento onde ndo houve perfussdo por aloxana, sug&as nao foi completamente demonstrado, existindo
riu-se que as célulgsse regenerariam por prolifera- varias hipéteses em estudo.

LIMAMA, LIMALMB, RITADPC, NAVARRO FC, TATSUKAWARS, PEREIRAGA, REISLC, ABREUMEA & BORGES
MF. Quantitative analysis of cells of the pancreatic islets in rats under effect of alloxan. Medicina,
Ribeirdo Preto, 34: 313-314, july/dec. 2001.

ABSTRACT: Inthe present study, we verified the influence of alloxan over the cells of pancreatic
islet of rats, performing quantitative analysis of a, B and & cells through immunohistochemical
study.

Twenty male rats (Rattus norvegiccus) were used of Wistar line, disposed in 2 groups of 10
rats on each, being a control group and an experimental one. After fasting of 36 hours, 40 ml/Kg of
monohydrated of alloxan was administrated by intravenous via and about 30 minutes after, the
animal was offered food. At the end of 10 days of observation, animals were sacrificed. Samples
of different regions of pancreas were selected and undergone to a histological process and
stained with hematoxilin-eosin. To the immunohistochemical study, anti-insulin, anti-glucagon
and anti-somatostatin antibodies were used. Quantitative analysis was performed in eight most
representative pancreatic islets of each animal. Results were considered significative when p<0.05.
There was a significative reduction in the number of [ cells and a significative increase in the
number of & cells. Results reinforce the assertion that alloxan exerts significative influence over
the pancreatic B cells, destructing the islets and over the pancreatic d-cells, which has already
been observed in other studies. However, the action mechanism of alloxan over the pancreatic 3-
and &-cells was not completely shown, therefore having necessity of more studies to its elucidation.

UNITERMS: Islets of Langerhans. Insulin. Glucagon. Somatostatin. Immunohistochemistry.

.Alloxan.
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