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RESUMO

Mastécitos desempenham papel vital na defesa contra patdogenos e alérgenos, além
de influenciar a homeostase e a remodelacdo 6ssea. Em casos de diabetes
gestacional, ha repercussbes intra e extra uterinas, como o crescimento fetal
excessivo e possiveis efeitos na saude 6ssea da prole. O objetivo deste estudo foi
avaliar a quantidade de mastdcitos na area de reparo 6sseo de filhotes gerados em
ambiente hiperglicémico. Filhotes machos de ratas Wistar foram divididos em trés
grupos: controle (filhotes de maes normoglicémicas), ndo diabético (filhotes de maes
que foram submetidas a indugdo do diabetes, mas que n&o ficaram diabéticas) e
diabético (filhotes de maes diabéticas). Apos 60 dias de vida, os filhotes foram
submetidos a cirurgia de confeccao de defeito 6sseo nos fémures esquerdos. O
processo de reparo 6sseo foi avaliado no periodo experimental de 3 e 7 dias pos-
cirurgia. Apos a coleta das amostras, foram obtidos cortes histolégicos que foram
corados em Hematoxilina e Eosina para analise qualitativa, Tricrémico de Mallory para
analise histomorfométrica e Azul de Toluidina para contagem dos mastdcitos. A
analise estatistica dos dados foi realizada com software GraphPad Prism Version 5.00
e o nivel de significancia adotado foi p<0,05. Apés a contagem dos mastdcitos,
observou-se grande variagao de valores entre grupos experimentais e dentro de cada
grupo. Devido a falta de distribuicdo normal dos dados, o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis foi utilizado para a analise estatistica. Observou-se uma tendéncia de
reducao no numero de mastdcitos no grupo diabético no periodo de 3 dias (P = 0,058),
indicando um possivel significado biolégico neste grupo. N&o houve diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais no periodo de 7 dias. Os
resultados permitem concluir que foi observada uma tendéncia a redugcéo do numero
de mastdcitos na area de reparo 6sseo no periodo de 3 dias no grupo diabético
sugerindo que este fato possa estar associado a menor porcentagem de matriz éssea
neoformada e que a hiperglicemia materna tem reflexo prejudicial no reparo 6sseo

apresentado pela prole.

Palavras Chaves: Mastécitos; Diabetes Gestacional; Reparo Osseo.



ABSTRACT

Mast cells play a crucial role in defending against pathogens and allergens, as well as
influencing homeostasis and bone remodeling. In cases of gestational diabetes, there
are intrauterine and extrauterine repercussions, such as excessive fetal growth and
potential effects on offspring bone health. The objective of this study was to evaluate
the quantity of mast cells in the bone repair area of offspring generated in a
hyperglycemic environment. Male Wistar rat pups were divided into three groups:
control (pups from normoglycemic mothers), non-diabetic (pups from mothers who
underwent diabetes induction but did not develop diabetes), and diabetic (pups from
diabetic mothers). At 60 days of age, the puppies underwent surgery to create a bone
defect in their left femurs. The bone repair process was evaluated at 3 and 7 days post-
surgery. Histological sections were obtained from collected samples and stained with
Hematoxylin and Eosin for qualitative analysis, Mallory's Trichrome for
histomorphometric analysis, and Toluidine Blue for mast cell counting. Statistical
analysis was performed using GraphPad Prism Version 5.00 software, with a
significance level of p < 0.05. Mast cell counting revealed a significant variation in
values among experimental groups and within each group. Due to the lack of normal
data distribution, the Kruskal-Wallis non-parametric test was used for statistical
analysis. A trend towards a reduction in mast cell numbers was observed in the diabetic
group over a 3-day period (P = 0.058), suggesting potential biological significance in
this group. No statistically significant difference was found between the experimental
groups over the 7-day period. These findings suggest a tendency towards reduced
mast cell numbers in the bone repair area over 3 days in the diabetic group, possibly
associated with a lower percentage of newly formed bone matrix and indicating a

harmful effect of maternal hyperglycemia on bone repair in offspring.

Keywords: Mast Cells; Gestational Diabetes; Bone Repair.
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1 INTRODUGAO

1.1 Mastocitos

Os mastécitos sédo células do sistema imunologico de origem hematopoiética
que desempenham um papel importante em varias condigdes de saude e doenga (DA
SILVA et al.; 2014). E possivel observar a presenca dessas células em todas as
classes de vertebrados, tendo seu surgimento relatado desde muito antes da
concepgao da imunidade adquirida (SOLIMANDO et al.; 2022). Os mastdcitos
desempenham um papel critico na defesa do organismo contra bactérias como o
Staphylococcus aureus e outros patégenos, como helmintos. Além disso, eles também
estdo envolvidos na protegcdo contra venenos produzidos por diversos animais,
incluindo cobras e abelhas. Essa importante fungdo dos mastécitos na defesa do
hospedeiro € altamente conservada ao longo da evolugao, o que néo é surpreendente,
considerando a sua relevancia na resposta imunologica e na sobrevivéncia das
espécies (CHIA, et al.; 2023)

Quanto a sua diferenciagao, sabe-se que apos despontarem na medula 6ssea,
as células progenitoras (indiferenciadas) circulam através do sistema vascular e se
diferenciam a partir da influéncia de fatores de células-tronco produzidas localmente
por células em diversos tecidos. Os mastdcitos maduros (diferenciados) estéo

presentes apenas nos tecidos, ndo mais na circulagao. (FONG; CRANE, 2018)

Os mastdcitos exercem fungdo fundamental durante as reagdes alérgicas
através de sua grande afinidade com receptor de IgE (OKAYAMA; KAWAKAMI, 2006).
Ademais, secretam diversos mediadores, o que inclui além da histamina, também a
heparina, o fator de ativagédo plaquetaria, a triptase, a quimase, as prostaglandinas,
os leucotrienos e as citocinas (CHIAPPETTA; GRUBER, 2006). Os mastocitos podem
passar por degranulacdo em resposta a varios estimulos, incluindo estimulos
medicamentosos e produtos quimicos. A degranulagdo mastocitaria refere-se ao
processo em que os granulos dentro dos mastécitos sao liberados, resultando na
liberagao de substancias biologicamente ativas (HUANG; CHEN, 2012)

Outrossim, essas células também sao responsaveis por desempenhar um

papel importante ndo apenas como parte do sistema imunolégico, mas também em



varios processos biologicos e na manutengcao do equilibrio interno do corpo,
conhecido como homeostase. Essas células estdo presentes em varios tecidos,
incluindo o epitélio, o endotélio e o sistema nervoso, o que lhes confere uma
distribuicdo ampla e uma posicao estratégica. Além de sua fungdo imunomoduladora,
0s mastocitos estdo envolvidos em muitos outros aspectos fisioldgicos,
desempenhando papéis reguladores e de suporte em varias fungdes bioldgicas
(WELLER et al.; 2011)

Os mastécitos também desempenham um papel na manutengcédo da
homeostase tecidual, incluindo o crescimento e remodelacdo de tecidos, como
foliculos pilosos e tecido dsseo. A histamina promove o recrutamento e diferenciagao
de precursores de osteoclastos para a reabsorgao 6ssea (LESCLOUS, et al; 2004.) A
triptase liberada pelos mastdcitos pode ativar o receptor ativado por protease-2 (PAR-
2), o qual tem a capacidade de inibir a diferenciagdo dos osteoclastos (SMITH et al.
2004).

Além da histamina, varias outras moléculas liberadas pelos mastécitos, como
IL-1, TGF-B, IL-6 e PDGF, desempenham um papel no recrutamento e
desenvolvimento dos osteoclastos, que sao responsaveis pela reabsorgdo 6ssea. A
osteopontina (OPN), também liberada pelos mastocitos, desempenha um papel
crucial no equilibrio e na manutencdo da mineralizagdo, desempenhando um papel
importante no controle do metabolismo ésseo (CHIAPPETTA; GRUBER, 2006)

Acredita-se que a inibicdo dos mastdcitos e a subsequente reducdo dos
produtos liberados por eles possam ter potencial terapéutico como um complemento
no tratamento de doencgas dsseas, como a osteoporose. Essa abordagem mostra
promessa como uma possivel terapia auxiliar para melhorar o manejo dessas
condicdes osseas (CHIAPPETTA; GRUBER, 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4230976/#bibr519-0022155414545334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4230976/#bibr519-0022155414545334

1.2 Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

O diabetes mellitus gestacional (DMG) é determinado como uma hiperglicemia
observada pela primeira vez durante a gestacdo (HARTLING et al.; 2013). O diabetes
gestacional se caracteriza pela intensificagcdo do transporte placentario de glicose e
demais nutrientes da mée para o feto. O desenvolvimento do feto que se da em um
ambiente hiperglicémico é caracterizado pelo aumento da secregao de insulina, o que
provavelmente leva a exaustao das células beta pancreaticas fetais. Essas alteracdes
na vida intrauterina podem levar a consequéncias mais tarde na vida pos-uterina, visto
que 43 ciclos de divisdo celular ocorrem pos fertilizagdo até o momento do
nascimento, enquanto apenas 5 ciclos sao realizados pds nascimento. Isso pode
esclarecer o papel critico da vida fetal (VAN ASSCHE; HOLEMANS; AERTS, 2001).

Diversas sao as repercussoes intra e extrauterinas resultantes de uma gestacao
hiperglicémica. A prole apresenta crescimento fetal excessivo, o que pode aumentar
os riscos de complicagdes durante o parto. Os descendentes, em geral, demonstraram
secrec¢ao reduzida de insulina, assim como apresentam maior risco de diabetes
quando comparados a filhos gerados em ambiente normoglicémico (LAMPL &
JEANTY, 2004; PLAGEMANN et. Al; 1997). Visto a associagdo de fatores como
obesidade e diabetes e o risco de doencgas cardiovasculares, ha ainda a suspeita que
possam haver repercussoes cardiovasculares na prole de mées diabéticas (HALFON
et al. 2012).

A principal repercussdo odontologica observada na prole de méaes diabéticas
esta relacionada a hipoplasia de esmalte em dentes deciduos. No entanto, os
mecanismos pelos quais se da essa alteragcao nao estdo completamente elucidados,
assim como, ainda € necessario avaliar se esses efeitos sGo momentaneos ou
permanentes (SILVA-SOUSA, PERES, FOSS, 2003).

Ha evidéncias epidemioldgicas crescentes de que a osteoporose na prole
também pode ser influenciada pela nutricdo da méae durante a gravidez, a nutricao
pos-natal e no inicio da vida. Muita ateng¢ao tem sido voltada para desdobramentos
cardiovasculares e metabdlicos, entretanto, ha evidéncias que sugerem que o
desenvolvimento do tecido 6sseo também pode ser comprometido, apesar de haver
constante remodelacao 6ssea durante a vida (BAIRD et al., 2011). Entretanto, até o



presente momento, pouco se conhece sobre os mecanismos celulares e moleculares,
pelos quais a modulacdo ambiental intrauterina ocasiona alteragcbes no

desenvolvimento esquelético da prole (LANHAM et al., 2011).

Diante do exposto, fica evidente a relevancia dos mastocitos na regulagao de
diversos mecanismos da homeostase humana, incluindo a sua participagdo nos
mecanismos de remodelacdo 6ssea. Da mesma forma, a gestacdo em ambiente
hiperglicémico afeta inumeros 6rgaos e tecidos, tanto na vida intrauterina, quanto pos-
uterina. Este estudo avaliou, por meio da quantificagdo de mastécitos presentes na
area de reparo 6sseo, se ha alteragdo na presenca dessas células em filhotes que
foram gerados em ambiente hiperglicémico, podendo haver correlagdo entre esses

fatores e o processo de regeneragao ossea.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a quantidade de mastdcitos em area

de reparo 6sseo de filhotes de maes diabéticas

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a quantidade de mastdcitos presentes em area de defeito Gsseo
confeccionado nos fémures dos animais com 60 dias de idade no periodo
experimental de 3 e 7 dias apds a cirurgia.

e Comparar a quantidade de mastdcitos presentes na area de reparo 6sseo dos

filhotes de maes diabéticas e saudaveis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizagao da amostra

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo CEUA (Comissdo de Etica

na Utilizagao de Animais) da UFU sob protocolo 027/16 (Anexo 1).

Para acasalamento foram utilizados 15 ratos Wistar machos de 300g e 30
fémeas de 180g, separados em caixas por sexo, com agua e ragao ad libitum. As
fémeas foram colocadas nas caixas dos machos na propor¢ao de 2 a 3 fémeas para
cada macho a cada dia sempre no final da tarde. Na manha do dia seguinte era
realizado o esfregago vaginal em cada rata para verificagdo de uma possivel gravidez

pela presenca de espermatozéides no esfregaco.

Para a indugdo do diabetes foi realizada a administracdo da droga Aloxana
(100mg/kg) (Sigma-Aldrich) por via intraperitoneal diluida em solugao salina 0,9% no
primeiro dia da provavel gestagédo. Essas ratas receberam injegdes de insulina NPH
(Humulin N®, Lilly) com dosagem de uma unidade subcuténea, em dias alternados
até o final do periodo de desmame (21 dias), visando manter uma hiperglicemia, mas
diminuindo os riscos de morte dos animais. Para a indugdo do diabetes, os animais
ficaram de jejum por cerca de 24 horas. Apoés 2 dias da indugao, foi coletada uma gota
de sangue da cauda de cada rata para verificagdo da glicemia, realizada com o auxilio
de um glicosimetro. Foram consideradas diabéticas as fémeas gravidas que tiveram
glicemia maior ou igual a 150 mg/dL. Uma vez gravidas, as fémeas foram postas em

caixas individuais e seus filhotes divididos nos seguintes grupos:

e Grupo Controle (n=5): filhotes machos de 60 dias de maes que receberam
injecao intraperitoneal de solugéo salina 0,9% no primeiro dia da gestagao;

e Grupo Nao diabético (n=5): filhotes machos de 60 dias de maes que
receberam injegao intraperitoneal de Aloxana (100 mg/kg) (Sigma-Aldrich), mas
que nao ficaram diabéticas.

e Grupo Diabético (n=5): filhotes machos de 60 dias de maes que ficaram
diabéticas apos indugédo com a Aloxana (100 mg/kg) (Sigma-Aldrich);
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3.2 Procedimento cirargico

Os filhotes machos com 60 dias de vida foram submetidos ao procedimento
cirurgico para confecgdo do defeito ésseo. Estes foram submetidos a anestesia por
via intraperitoneal com 0,07ml/100g do relaxante muscular cloridrato de xilazina 2%,
e 0,1ml/100g do anestésico e analgésico cloridrato de quetamina 10%. Foi realizada
a tricotomia da regido coxofemoral esquerda seguida de antissepsia da regido com
solugao de alcool iodado 0,5%. A area operatoria foi limitada com campo cirurgico

fenestrado de tecido esterilizado, adaptado para o procedimento.

Foi realizada uma incisdo continua longitudinal com 2 cm de extenséo para
acessar o fémur esquerdo. Apds a divulsdao da musculatura até a exposigdo do
periosteo, foi realizada a incisdo e descolamento dessa membrana ao longo da area
Ossea a ser exposta. Com o objetivo de padronizar a area a ser manipulada, apenas
de modo visual, o fémur foi delimitado em trés porgdes (superior, mediana e inferior),

sendo a regidao mediana, o local de eleicado para a realizagédo do defeito 6sseo (Figura

1),

Figura 1. Procedimento cirdrgico com confecgao de defeito 6sseo no fémur esquerdo
do rato.

Fonte: Félix, 2019

O defeito 6sseo foi confeccionado com uma broca esférica n® 3 sob irrigagao

abundante com solugao fisioldgica estéril de cloreto de sédio a 0,9%. A referéncia de



13

profundidade da perfuragéo foi o rompimento da cortical 6ssea até a medula 6ssea. A
sutura foi realizada por planos com fio cirdrgico monofilamento nylon 4-0. Foi
administrado 2 mg/kg do peso corporal de morfina por via intramuscular 1 hora apos

a recuperagao da cirurgia e durante 4 dias.

3.3 Analise do reparo 6sseo

Apods 3 e 7 dias de cirurgia, os animais foram submetidos a eutanasia por meio
de aprofundamento anestésico e deslocamento cervical, seguindo os principios da
Declaracdo dos Direitos dos Animais. Foi realizada uma incisdo longitudinal
acompanhando a cicatriz cutanea existente, e os fémures foram removidos por
desarticulacédo. Os fémures esquerdos foram seccionados utilizando brocas numero 8
em alta rotacao (Figura 1), sob irrigagao com soro fisiolégico, e posteriormente fixados
em solucao de formaldeido 4% em Tampao Fosfato 0,1M por 48 horas. As amostras
foram desmineralizadas em solug¢ao de acido férmico a 10%, e, entdo, processadas
para inclusdo em parafina pela técnica convencional para a analise histolégica e

histomorfométrica.

Figura 2. Esquema demonstrando o seccionamento do fémur e regido de confecgao
do defeito dsseo.

i = 6 Fémur desarticulado contendo o
- o L = defeito Gsseo (em vermelho regido

onde foi feito o seccionamento)

Fonte: Félix, 2019

Foram realizados cortes histolégicos de cada amostra, os quais foram corados
com Hematoxilina e Eosina para analise histolégica qualitativa, Tricrdmico de Mallory

para analise histomorfométrica e Azul de Toluidina para contagem de mastécitos.
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3.4 Coloragao com Azul de Toluidina

Os cortes histolégicos foram submetidos a 3 banhos de xilol com duracgao de
15 minutos cada. Posteriormente, foi realizada a reidratacdo dos cortes com banhos
sequenciais de alcool absoluto (3 vezes), 95%, 85% e 70%, sendo 1 minuto em cada.
Depois os cortes foram lavados em agua corrente durante 10 minutos, seguido de

banho em agua destilada durante 5 minutos.

Os cortes foram colocados em solugdo tampao fosfato citrato com pH 3,0
durante 5 minutos, seguido de banho com corante azul de toluidina 0,5% durante 3
minutos. Procedeu-se o enxague no tampao fosfato citrato pH 3,0 para retirada do

excesso de corante.

Foi realizada a desidratagao dos cortes em banhos sequenciais de alcool 95%,
alcool absoluto (3 vezes) durante 2 segundos em cada. Em seguida foram realizados
3 banhos de xilol durante 10 minutos em cada. As laminas foram montadas com

laminula usando goma de damar e colocadas em estufa para secagem.

Os cortes histolégicos foram avaliados por um observador calibrado e 0 mesmo

procedeu a contagem dos mastécitos em cada amostra.

3.5 Analise Estatistica

Foi utilizado o software GraphPad Prism Version 5.00 empregando o teste de
Kolmogorov-Sminorv para identificar se os dados apresentavam ou nao distribuigao
normal (Gaussiana). Dados com distribuicao normal foram submetidos ao teste Anova

€ para 0s que nao apresentaram, utilizou-se o teste de Kruskal — Wallis. A diferenga foi

considerada estatisticamente significante quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

Os cortes histolégicos foram satisfatoriamente corados pelo azul de toluidina que
evidenciou os mastocitos na coloragdo purpura, devido a propriedade de

metacromasia dos seus granulos citoplasmaticos (Figura 3).

Figura 3 — Corte histologico corado com azul de toluidina evidenciando mastdcitos

corados em purpura (aumento 40x).

Fonte: A autora.

Apds a contagem dos mastdcitos presentes na area de reparo 6sseo de cada
amostra, foi observada uma grande variagdo dos valores entre 0s grupos
experimentais e também dentro do mesmo grupo. Os resultados obtidos estao
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Quantidade de mastocitos nos animais dos grupos diabéticos, n&o
diabéticos e controle nos periodos de 3 e 7 dias.

GRUPO / PERIODO 3 DIAS 7 DIAS
0 0
16 0
CONTROLE 19 18
39 94
742 134
03 01
29 02
NAO DIABETICOS 30 58
116 131
396 590
0 0
0 0
DIABETICOS 0 03
01 04
35 21

Como os dados nao apresentaram distribuicao normal, a analise estatistica foi

realizada com o teste ndo paramétrico de Kruskal — Wallis.

Houve uma tendéncia a redugdo do numero de mastdcitos no grupo diabético
em 3 dias em relagdo aos demais grupos (P = 0,058), o que sugere possivel
significado bioldgico no grupo diabético (Figura 4).

Figura 4. Diagramas de caixa (boxplots ou box and whisker plot) do numero de
mastocitos na area do reparo 6sseo dos grupos controle, ndo diabético e diabético
apos 3 dias de leséo. P = 0,058 (teste de Kruskal-Wallis).
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Ja no periodo de 7 dias ndo houve diferenga estatisticamente significante entre

os grupos experimentais (P = 0,36) (Figura 5).

Figura 5. Diagramas de caixa (boxplots ou box and whisker plot) do numero de
mastécitos na area do reparo 6sseo dos grupos controle, ndo diabético e diabético
apo6s 7 dias da lesdo. P = 0,36 (teste de Kruskal-Wallis).
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5 DISCUSSAO

Compreender o papel dos mastocitos na remodelagado 6ssea € crucial para
desvendar os mecanismos subjacentes a condigdes como osteoporose e outras
enfermidades Osseas. Apesar da acumulacdo de mastécitos ao redor dos vasos
sanguineos ser amplamente documentada, o processo exato pelo qual influenciam a

remodelagao 6ssea ainda € em grande parte desconhecido.

Estudos indicam que essas células desempenham um papel fundamental no
recrutamento de células da circulagdo para os tecidos conjuntivos, incluindo os
progenitores osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢cdo Ossea. Esta complexa
interacdo entre mastécitos e células circulantes pode oferecer perspectivas valiosas
sobre os mecanismos reguladores da homeostase é6ssea e possiveis alvos
terapéuticos para condi¢cbes associadas a desregulacdo da remodelagcdo éssea
(CHIAPPETTA; GRUBER, 2006; JOHANSSON et al., 1996).

De acordo com a literatura, ha uma possivel associagdo entre mastdcitos e
osteoblastos, fundamentada em evidéncias que demonstram a producao de Fator de
Crescimento de Células-Tronco (SCF) pelos osteoblastos. O SCF é reconhecido como
um fator de crescimento crucial para a diferenciagao e proliferagcao de mastécitos. No
entanto, apesar dessas observagdes, o papel exato dos mastdcitos na osteogénese

permanece incompletamente compreendido (MAXIMINIANO, 2014).

Estudos sugerem que o diabetes mellitus tem um impacto nos processos
inflamatdrios do corpo, afetando os mecanismos de reparo tecidual, o que inclui o
tecido 6sseo, pois este se remodela constantemente (KRAUSE et al., 2003; RETZEPI
& DONOS, 2010). Os filhos gerados em ambiente hiperglicEmico partilham dessas
caracteristicas visto que a glicose presente no sangue tem a capacidade de atravessar
a placenta e constituir a matriz que sera fonte de nutricdo para as células fetais
(PERSAUD, 2007). Este presente estudo utilizou amostras de areas de reparo 6ésseo
em filhotes que foram gerados em ambiente hiperglicémico a fim de realizar a
avaliagao da quantidade de mastdcitos presente nessas amostras, e verificar possivel
associacdo entre a quantidade de mastécitos, o reparo 6sseo e o ambiente

hiperglicémico.
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Em estudo realizado com a mesma base de amostras deste presente estudo,
se observou, a partir da analise histomorfométrica da area da lesdo 6ssea apods 7 dias,
uma redugdo na porcentagem de matriz 6ssea neoformada nos filhotes cujas mées
eram diabéticas, em comparacdo com os demais grupos (FELIX, 2019). A tendéncia
a reducao do numero de mastocitos no grupo diabético, observada no presente
estudo, pode estar associada a essa reducdo de formagao de matriz 6ssea. No
entanto, vale ressaltar que a analise estatistica mostrou uma tendéncia (P = 0,058) a
reducdo do numero de mastocitos no grupo diabético, apenas no periodo de 3 dias.
Isso sugere que os mastocitos sao células importantes no periodo inicial do processo
de reparo 6sseo, ja que em 7 dias nao houve diferenga no numero de mastdcitos entre
0s grupos analisados. Provavelmente isso esteja relacionado ao processo inflamatoério
no periodo inicial do reparo 6sseo. A literatura aponta que devido a sua alta
sensibilidade aos sinais de alerta gerados apds o trauma, como DAMPs (Padrdes
Moleculares Associados ao Dano), e anafilatoxinas do complemento, os mastécitos
desempenham um papel crucial na resposta inflamatdria precoce e na cicatrizagao de
fraturas induzidas por trauma, sendo importantes mediadores na orquestracao inicial
da resposta inflamatéria apds lesbées traumaticas. (RAGIPOGLU et al.; 2022). No
presente estudo, o valor de P proximo a significancia no periodo de 3 dias

provavelmente sugere a necessidade de aumentar o n amostral.

Em outro estudo realizado em modelo animal, com analise realizada apos 7
dias da lesado, foi observado que o diabetes afetou negativamente a fungdo dos
osteoblastos, resultando em uma reduc¢ao na neoformacao dssea. Isso foi evidenciado
pela observacao de que no grupo diabético, a estrutura ¢ssea trabecular apresentava-
se mais fina em comparagdo com os grupos nao diabéticos. Além disso, houve
reducao do numero de mastécitos nos grupos que apresentaram menor percentual de
neoformacéo da matriz 6ssea, assim como o aumento da quantidade de mastécitos
no grupo com a evidéncia de uma regeneragao 0ssea mais avangada sugerindo que
essas ceélulas desempenharam um papel ativo no processo de regeneragcdo Ossea
(LINHARES et al. 2019).

Tal evidéncia também corrobora o resultado do presente estudo, no entanto,
vale a ressalva de que o estudo supracitado, foi realizado em animais diabéticos,
diferente deste estudo que avaliou a prole de maes diabéticas. Nao foram encontrados
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trabalhos semelhantes nas bases de dados, que avaliaram o reparo ésseo em filhotes

de maes diabéticas, o que limita a analise comparativa.

6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, foi observada uma tendéncia a reducao do
numero de mastocitos na area de reparo 6sseo no periodo de 3 dias no grupo
diabético sugerindo que este fato possa estar associado a menor porcentagem de
matriz 6ssea neoformada e que a hiperglicemia materna tem reflexo prejudicial no
reparo 0sseo apresentado pela prole. No entanto, sdo necessarios outros estudos a

fim de elucidar os mecanismos pelos quais se da essa associagao.
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ANEXO 1

@ | Universidade Federal de Uberlandia ! ?

- Comisséo de Etlca na Utllizacdo de Animals — Sragin ds Zriran

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagao do desenvolvimento
e reparo 6sseo em filhotes de ratas Wistar diabéticas.”, protocolo n®
027/16, sob a responsabilidade de Karen Renata Nakamura Hiraki
- que envolve a produgado, manutengao e/ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional

de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAD DE ETICA NA UTILIZAGAC DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE

UBERLANDIA, em reunido de 29 de Margo de 2019.

(We certify that the project entitled “Avaliacio do desenvolvimento e reparo dsseo em filhotes
de ratss Wistar disbsticas®, protocol 0276, under the responsibllity of Karen Fenata
MWakamura Hirakl - nvolving the production, mantenance andior use of animals belonging to the
phylurm Chordata, subphylem Verebrata, for purposes of sclentific research - i in accordance
with the provisions of Law n® 11.794, of October Bth, 2008, of Decree n® 6.688 of July 158,
2009, and the rules Esued by the Mational Council for Contrel of Animal Expenimentaton
[COMCEA) and it was spproved for ETHICS COMMISSION OM AMIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in mesting of March 29th, 2019).

| Vigencia do Progetn Inicio: 03112016 Témmino: 311123019

Espécie | Linhagem ! Grupas Taxondmicos Fatog Wistar

Mdrmero de animeas Nz

Pesa [ Idade 200g-350g adultas | Bg-250g fhotes! 80g-
1500 filhotes

e Machos & Fémeas

Origesm [ Local Biobéria

Wirmero da Auterizacio SISEI0 -

Alividade]s)

Alteracao realizada: Ampliacdo do prazo de execucio do projeto. Fol
aprovado a alteracio do prazo de término do projeto para 31122019

Ubertindia, 08 de Abril de 2015,
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Coordenador da CEUATUFU
Coordenador da CEUAMLFU
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