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O estudo objetiva verificar os efeitos da administracdo do extrato
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machos Wistar. Os animais foram distribuidos em grupo controle, induzidos Open Acess
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(VO); grupo diabetes tipo I, induzidos com aloxana IP 150mg/kg e &gua ou
EHA (25, 50, 100 ou 150 mg/kg) VO. Apds a confirmacdo do diabetes,
administrou-se EHA ou agua VO por 15 dias consecutivos, seguido por
eutanasia dos animais com remocao do pancreas para analise histopatoldgica
e morfométrica das ilhotas pancreaticas. Como resultado, o EHA néo
promoveu protecdo as ilhotas pancreaticas diabéticas, mas diminuiu as
alteracBes morfoldgicas na dose de 150 mg/Kg.
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Histopathological Pancreatic Analysis of Diabetic Rats Treated with Myrcia pubipetala Extract

Abstract. Type 1 Diabetes Mellitus (DM) is a globally significant disease resulting from chronic
hyperglycemia due to insufficient insulin secretion by pancreatic B-cells. Plants of the Myrcia genus are
popularly used to control inflammation and diabetes. This study aims to evaluate the effects of
hydroalcoholic extract (HAE) from Myrcia pubipetala on alterations caused by type 1 Diabetes Mellitus,
induced by alloxan in male Wistar rats. The animals were divided into a control group, induced with
water via intraperitoneal (ip) injection (once) and water via oral gavage (VO); and a type 1 diabetes
group, induced with alloxan ip 150 mg/kg and treated with either water or HAE (25, 50, 100, or 150
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mg/kg) VO. After confirming diabetes, HAE or water was administered orally for 15 consecutive days,
followed by euthanasia and pancreas removal for histopathological and morphometric analysis of
pancreatic islets. As a result, HAE did not protect the diabetic pancreatic islets but did reduce
morphological alterations at the dose of 150 mg/kg.

Keywords: Medicinal Plants. Rats. Diabetes Mellitus. Pancreas. Alloxan.

Analisis Histopatoldgico Pancreatico de Ratas Diabéticas Tratadas con Extracto de Myrcia
pubipetala

Resumen. La Diabetes Mellitus (DM) tipo 1 es una enfermedad de importancia mundial, resultante de
la hiperglucemia cronica debido a la secrecion insuficiente de insulina por las células B pancreaticas.
Las plantas del género Myrcia son utilizadas popularmente en el control de inflamaciones y la diabetes.
El estudio tiene como objetivo verificar los efectos de la administracion del extracto hidroalcoholico
(EHA) de Myrcia pubipetala sobre las alteraciones provocadas por la Diabetes Mellitus tipo 1, inducida
por aloxano en el pancreas de ratas machos Wistar. Los animales fueron distribuidos en un grupo control,
inducidos con agua por inyeccion intraperitoneal (ip) (una vez) y agua por via oral/gavage (VO); y un
grupo con diabetes tipo 1, inducidos con aloxano ip 150 mg/kg y tratados con agua o EHA (25, 50, 100
0 150 mg/kg) VO. Tras la confirmacion de la diabetes, se administr6 EHA o agua por VO durante 15
dias consecutivos, seguido por la eutanasia de los animales y la extraccidn del pancreas para analisis
histopatologico y morfométrico de los islotes pancreaticos. Como resultado, el EHA no promovio
proteccion a los islotes pancreaticos diabéticos, pero si redujo las alteraciones morfolégicas a la dosis
de 150 mg/kg.

Palabras clave: Plantas Medicinales. Ratas. Diabetes Mellitus. Pancreas. Aloxano.

INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é caracterizado pelo conjunto de desordens metabdlicas de diferentes
etiologias, devido a alteracbes no mecanismo de acdo e/ou secrecdo da insulina, promovendo a
hiperglicemia (aumento da concentracdo de glicose no sangue) e modificacbes no metabolismo de
gorduras, proteinas e carboidratos. A insulina ¢ um hormonio sintetizado pelas células B, presentes na
ilhota de Langerhans, cuja secrecdo é estimulada pela presenca de glicose adquirida através da
alimentacdo (Akil et al., 2021).

O péncreas é uma glandula mista com funcdo importante no metabolismo da glicose do corpo
humano. Em sua parte endocrina, o 6rgdo possui aglomerados celulares produtores dos hormonios
glucagon (pelas células alfa) e insulina (pelas células beta). Esses aglomerados sdo denominados ilhotas
pancreaticas ou ilhotas de Langerhans. Enquanto o glucagon trabalha no sentido de impedir a
hipoglicemia sintomatica por meio da promocao de reagdes de formacdo da glicose, a insulina tem efeito
regulatério oposto, causando captacdo da molécula de glicose pelos tecidos e reduzindo o nivel de
glicemia (Atkinson et al., 2020).
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O Diabetes promove alteracdes enddcrino-metabdlicas e lesdes em 6rgdos, podendo acarretar,
além de outros, nefropatia, cegueira, amputacdes e problemas cardiovasculares. Estimativas acreditam
que em 2045, 693 milhdes de pessoas viverdo com DM (Cole; Florez, 2020). Ha, portanto, grande
importancia em compreender o mecanismo do diabetes e suas complicacdes.

A classificagcdo do DM aborda principalmente as categorias de diabetes do tipo 1 (DT1) e diabetes
do tipo 2 (DT2), sendo estas caracterizadas, respectivamente, pela deficiéncia total de secrecdo de
insulina pelo pancreas e pela combinacao de resisténcia periférica a agdo do hormdnio com uma resposta
compensatdria falha da secrecéo da insulina (Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2020).

Dentre as diversas anomalias geradoras do fendtipo diabético, a deficiéncia completa na
producdo de insulina pelas ilhotas pancreédticas, caracteristica do DT1, chama atencdo por ser,
geralmente, abrupta e com grande evolucéo da hiperglicemia para a cetoacidose, resultando em quadros
graves. A patogenia do DT1 abrange a destruicdo autoimune das células produtoras de insulina anos
antes de a doenca ser diagnosticada, manifestando-se depois da destruicdo de mais de 90% das células
B (Echterhoff, 2018). Quando as lesdes pancreéticas sao examinadas no inicio da patologia, € possivel
encontrar ilhotas com necrose de células B e infiltragdo linfocitica.

Aloxana € amplamente utilizada na inducéo de DT1 em pesquisas de investigacao diabética, pois
apresenta citotoxicidade especifica para as células  pancredticas e promove necrose celular gerando
excesso de radicais livres afetando a porcdo enddcrina do pancreas (Fajarwati et al., 2023). Seu
mecanismo de ag¢do consiste na penetracdo seletiva em células B pancreéticas através do transportador
de glicose GLUT-2, por sua molécula ser muito similar a molécula de glicose, e na sua acéo citotoxica
formadora de radicais livres que afeta o metabolismo celular e gera um estado de diabetes. Inicialmente
e por curta duracdo, ela promove grande liberacdo de insulina, devido a ruptura de membrana das células
B pancreaticas para posteriormente progredir para hiperglicemia em consequéncia da morte celular
(Fajarwati et al., 2023).

A espécie arbdrea Myrcia pubipetala, nomeada popularmente de “guamirim” ou "araca", ¢ uma
planta endémica do Brasil e amplamente distribuida em fitofisionomias da Mata Atlantica de Estados da
regido Sul do pais (Kar; Choudhary; Bandyopadhyay, 2003).

O género Myrcia é o principal da familia Myrtaceae conhecidos pelas suas propriedades
antioxidantes naturais e redugdo de radicais livres. A infusdo da planta ou das folhas de suas vérias
espécies é constantemente utilizada na medicina popular no tratamento de inflamagdes, diarreias e
diabetes (Kumar et al., 2023). Em relacdo a M. pubipetala, um estudo indicou que compostos fendlicos
como flavonoides tém bons impactos sobre a patologia do diabetes (Nelson-Dooley; Della-Fera; Baile,
2021). Além dos flavonoides, a espécie apresenta compostos taninos, flavonas, xantonas, triterpenos,

saponinas, esteroides e resinas, possuindo grande potencial no tratamento de processos oxidativos ligado
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a doengas cronicas como o DM. Os flavonoides atuam na aldose redutase e inibem a enzima a-
glicosidase, enzima ativada na elevacdo da glicose pds-prandial, atenuando danos celulares (Kumar et
al., 2023. Nelson-Dooley; Della-Fera; Baile, 2021). Neste trabalho, foram estudados os efeitos da
administracdo cronica do extrato hidroalcoolico (EHA) obtido das folhas da Myrcia pubipetala sobre as

alteracdes provocadas pela DM tipo 1, induzida pela Aloxana no pancreas de ratos.

METODOLOGIA

Foram utilizados Rattus norvegicus, variedade albinus da raca Wistar, machos, com peso médio
de 300g, provenientes do Biotério da Universidade Regional de Blumenau, de acordo com CEUA
(protocolo n° 11/20). Os animais foram desmamados aos 21 dias de idade. Antes do processo de
experimentacao, os animais foram acomodados (4 por gaiola) e aclimatados por 7 dias para adaptacdo
em um novo ambiente. Mantidos em um ciclo de 12h claro/escuro a temperatura constante de 22°C com
livre acesso a comida e agua.

A coleta da espécie Myrcia pubipetala foi realizada no municipio de Blumenau e identificada
pelos botanicos André Luiz Gasper e Marcos Sobral. A exsicata foi catalogada no herbario Roberto
Miguel Klein, da Universidade Regional de Blumenau. As folhas de M. pubipetala foram secas a
temperatura ambiente e moidas em moinho de facas. A amostra pulverizada foi macerada em alcool
etilico 70% para obtencéo dos extratos brutos. O processo de maceracao foi realizado durante trés dias,
procedendo para filtracdo e repetindo o procedimento mais uma vez. Os extratos resultantes das duas
maceragdes foram reunidos e concentrados em evaporador rotatdrio sob pressao reduzida até completa
secagem. O concentrado foi ressuspendido em solucdo hidroalcodlica a 20 % e particionado no solvente
acetato de etila, originando a fracdo acetato de etila (FAE) e o extrato hidroalcoolico (EHA).

Para a inducdo da DML, foi administrado Aloxana (Sigma-Aldrich®) (diluida a 2% em solucéo
de citrato de sodio 0,05M, pH 4,5) na dose de 150mg/kg, intraperitonealmente (IP), em dose Unica, apos
um periodo de jejum de 24 horas. Apos 6 horas da inducdo, foi fornecida uma solucéo de glicose 10%
como Unica fonte hidrica, durante 24 horas, para evitar hipoglicemia fatal, devido a liberagdo macica de
insulina que ocorre apds a destrui¢do das células B. Um dia apds a administracdo de Aloxana, a glicose
periférica foi determinada e os animais que apresentaram glicemia casual inferior a 200mg/dL foram
novamente induzidos, seguindo o mesmo protocolo. Somente os animais com glicemia casual superior
a 200mg/dl foram considerados diabéticos e selecionados para o experimento.

Os ratos foram divididos em grupos: Grupo controle: agua por injecdo IP uma vez ao dia e dgua
via gavagem uma vez ao dia durante 15 dias. Grupo DM1: uma injecdo IP de Aloxana (diluida a 2% em

solucéo de citrato de sddio 0,05M, pH 4,5) na dose de 150mg/kg e agua via oral (VO) uma vez ao dia,
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durante 15 dias. Grupo controle extrato: agua por injecao IP (1 vez) e EHA (doses de 25, 50, 100 ou 150
mg/Kkg), via gavagem, uma vez ao dia durante 15 dias. Grupo DM1 + extrato: Aloxana IP (diluida a 2%
em solucdo de citrato de sodio 0,05M, pH 4,5) uma vez ao dia na dose de 150mg/kg e EHA (25, 50, 100
ou 150 mg/kg), via gavagem, uma vez ao dia, durante 15 dias. As doses do EHA (25, 50, 100 e
150mg/kg) foram escolhidas com base em estudos anteriores (Fajarwati et al., 2023. Sharma et al.,
2019).

Ap0s 12 horas do ultimo tratamento, os animais foram sacrificados por decapitacdo e em seguida
0 pancreas foi removido para realizacdo da andlise histopatologica das ilhotas pancreaticas.

O pancreas foi fixado em formalina a 10% e seguiram o protocolo de acordo com as técnicas
histoldgicas de rotina: desidratados em uma série crescente de banhos de alcool, xilol e preparados para
inclusdo em parafina para posterior microtomia com cerca de 6um de espessura. Os cortes foram corados
em Hematoxilina e Eosina e seguiram para as analises histopatoldgicas em microscépio optico (M.O.)
Olympus. As caracteristicas morfoldgicas indicativas de danos as ilhotas pancreaticas foram analisadas,
como presenca de inflamacdo, congestdo vascular, fibrose e degeneracdo vacuolar do nucleo e
citoplasma (Sharma et al., 2019). Cada uma destas caracteristicas foi graduada em uma escala de
severidade de 0 a 5 (O=ausente, 1=minimo, 2=medio, 3=moderado, 4=intenso e 5=severo) (Zeni et al.,
2013) adaptado para 0 a 3 (O=ausente, 1=poucos/raros, 2=moderado e 3=intenso) no presente trabalho.

Os resultados analisados foram tabulados e avaliados estatisticamente pela ANOVA, seguida do

teste de Tukey, considerando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1A, é possivel analisar a arquitetura normal de ilhotas de Langerhans de ratos controles
que receberam agua IP e dgua VO. A Figura 1B representa os animais injetados com agua IP e tratados
com EHA 150 mg/Kg, as ilhotas pancreaticas ndo apresentam caracteristicas de lesdo celular,
apresentando-se de maneira semelhante a arquitetura das ilhotas pancreéticas dos ratos controle (Figura
1A). Com relacdo aos grupos que receberam agua IP e foram tratados com EHA 100, 50 e 25 mg/Kg,
suas ilhotas pancreaticas (Figuras 1C, 1D e 1E) evidenciaram achados de lesdo tecidual, como congestao
e vacuolizagdo. A estrutura da ilhota pancreética em individuos diabéticos tratados com &gua (Figura
1F) apresentou, em comparagdo com o grupo controle (Figura 1A), reducdo do namero de celulas e
aumento de areas com degeneracéo, vacuolizacéo e fibrose. Infiltrado inflamatorio foi visualizado em
raras quantidades em todos os grupos e a congestdo vascular foi encontrada em quase todos 0s grupos,
sendo mais prevalente nos induzidos com Aloxana (F, G, H, | e J). Nos ratos diabéticos tratados com

EHA (G, H, I e J), as ilhotas de Langerhans apresentaram persistente alteragdo morfologica, indicando
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dano tecidual com visualizacdo de infiltrado inflamatorio, neoangiogénese e fibrose. A Aloxana
promoveu diabetes experimental, com altera¢cbes morfoldgicas nas ilhotas pancreéticas.

Figura 1. Fotomicrografias de llhotas de Langerhans (IL) de ratos: A: controle 4gua IP + agua V.O.; B: agua ip + EHA 150;
C: 4gua ip + EHA 100; D: agua ip + EHA 50; E:4gua ip + EHA 25; F: controle Aloxana ip + 4gua VVO; Grupo G: Aloxana
ip + EHA 150; H: Aloxana ip + EHA 100; I: Aloxana ip + EHA 50; J: Aloxana ip + EHA 25. Asteriscos: congestdo. Seta

longa: vacuolizacdo. Pontas de flecha: fibrose. Ampliag@o: x 400. Coloragdo HE. Barra de escala: 132 pm.

Y7 XX AT : 7 v -

Fonte: Elaborada pelos proprios autores, 2025.
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Em relacdo a avaliacdo morfoldgica classificada em escore de gravidade, conforme mostra a
Figura 2, a Aloxana induziu aumento na escala de severidade em ilhotas pancreéaticas de ratos diabéticos,
com diferenca estatistica (p<0,05). O EHA 150 mg/Kg, por si s0, apresentou reducdo nos escores de
gravidade. O EHA (150, 100, 50 e 25 mg/Kg) nédo reverteu o aumento dos escores de gravidade nas

ilhotas pancredticas de ratos diabéticos.

Figura 2. Avaliacdo do Escore de Gravidade na analise histopatolégica do figado sobre os efeitos da administracao
subcronica de extrato hidroalcodlico bruto (EHA) de M. pubipetala sob o efeito ou auséncia de diabetes induzido por
Aloxana em pancreas de rato. Foram analisadas caracteristicas morfoldgicas que indicam danos as ilhotas pancreaticas,
como infiltrado inflamatdrio, congestdo vascular, fibrose e vacuolizacdo nuclear e/ou citoplasmatica. A anélise foi realizada
utilizando uma escala de 0 a 3 (0O=ausente, 1=pouco/raro, 2=moderado e 3=grave). Os resultados sdo apresentados como
média + SEM * indica diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle e o grupo de tratamento (P <0,05).

2.0+

1.5 T *
e

1.0

0.5+

n.n_ I T T

Fonte: Elaborado pelos proprios autores, 2025.

Severity score

De acordo com estudos anteriores (Akil et al., 2021. Fajarwati et al., 2023), j& se esperava
maiores escores de severidade no grupo diabético, demonstrando maior nimero de alteragdes
morfoldgicas, observadas sob o microscopio de luz, como infiltrado inflamatdrio, por meio da presenca
de células de defesa, congestdo vascular, fibrose e vacuolizag¢do nuclear ou citoplasmatica indicativas de
morte celular. Tendo em vista que a Aloxana pode promover a formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e através delas causar efeitos toxicos nas células B pancreaticas, podendo levar a morte.

O EHA 150 mg/Kg, apresentou menor escore de severidade na analise ao M.O., comparando-se
com o grupo controle, apresentando diferencas significativas entre os grupos. Devido a a¢do antioxidante

dos flavonoides, acredita-se que ele possa manter a integridade das membranas celulares e neste sentido,
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manter a organizacdo da estrutura morfoldgica da ilhota, a nivel de matriz extracelular e elementos
celulares.

A hiperglicemia crénica facilita o surgimento de espécies reativas de oxigénio, gerando
desequilibrio fisiologico e na morfologia celular, com complicacGes macrovasculares e microvasculares
(Poznyak et al., 2020). Tais alteraces podem alterar o padrdo morfoldgico celular e da ilhota.

No entanto, no grupo que recebeu Aloxana e os demais grupos tratados com EHA, notou-se
diferencas entre os escores de severidade analisados, caracterizando danos observaveis sob o
microscopio, como alteracBes no padrdo organizacional da ilhota, sua delimitacdo, presenca de
infiltrados inflamatdrios, vascularizagéo.

Uma pesquisa que avaliou os danos histopatoldgicos ocorridos no tecido pancreético de ratos
diabéticos observou atrofia e necrose nas ilhotas de Langerhans no grupo diabético e hipertrofia das
ilhotas nos grupos tratados com substancia hipoglicemiante nas doses mais altas e pouca protecdo das
ilhotas nas doses mais baixas do hipoglicemiante, corroborando com nossos achados (Arostegui-
Faustino; Huaméan-Gutiérrez, 2023).

Estudos histopatol6gicos morfométricos mostraram reducdo no nimero de células pancreéaticas
do grupo diabético quando comparado ao grupo controle e reducdo do nimero de células B pancreaticas

do grupo diabético quando comparado ao grupo controle (Pashapoor; Mashhadyrafie; Mortazavi, 2020).

CONCLUSAO

A Aloxana promoveu diabete experimental eficazmente, gerando alteracbes morfoldgicas
caracteristicas do quadro diabetogénico induzido. O extrato de Myrcia pubipetala associado a inducgéo
diabética por Aloxana ndo promove efeito protetivo das ilhotas pancreéticas, sendo observado o efeito
redutor dos danos teciduais significativo na dose de EHA (150 mg/Kg), quando comparado com 0s
modelos diabéticos que receberam 100, 50 ou 25 mg/Kg. Foram observadas diminuicdo dos escores de
severidade relacionados com congestdo vascular, infiltrado inflamatério, fibrose e vacuolizacdo das
celulas.

Sugere-se que, para dar continuidade do estudo, haja adequacdo de novas técnicas, como a
imunohistoquimica e estereologia, para que seja possivel a quantifica¢do das células 3, compreendendo-
se com mais clareza os efeitos da DM na estrutura da ilhota e a partir dai abordar aspectos clinicos e

preventivos do Diabetes e tratamentos com extratos vegetais.
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