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Alteracdes histol6gicas e imunoistoquimicas em pancreas deratos normais
e diabéticostratados com Syzygium cumini

Histological and immunohistochemical alterationsin the pancreas of normal
and diabetic ratstreated with Syzygium cumini

Deila Rosely Carneiro Schossler! Cinthia Melazzo Mazzanti? Sbnia Cristina Almeida da Luz®
Andreane Filappi* Danivia Prestes* Aron Ferreirada Silveira® Marcelo Cecim®

RESUMO

Avaliou-se o efeito da administracéo oral do extrato
da casca de Syzygium cumini sobre o pancreas de ratos normais
e diabéticos. Os animais foram divididos em grupo controle (C),
controletratado (CT), diabético controle (DC) e diabético tratado
(DT). Os tratados receberam dose diaria de 1g kg* de peso vivo,
durante 30 dias. Os animais foram submetidos & eutanasia e o
pancreas retirado para andlise histolégica e imunoistoquimica
para insulina. Neste estudo observou-se uma diminuicédo
(P<0,001) no nimero e tamanho das ilhotas pancredticas,
alteracdo na sua citoarquitetura e diminui¢do (P<0,0001) do
nimero de células com marcagéo positiva para insulina nos
animais diabéticos em relacdo aos ndo diabéticos. N&o foi
observada diferencga entre os animais dos grupos DC e DT e entre
os dos grupos C e CT. Estes resultados indicam que o extrato da
casca de Syzygium cumini ndo afeta o nimero, o tamanho e a
citoarquitetura das ilhotas pancreaticas e ndo promove um
aumento no numero de células B em animais tratados com a
planta.

Palavras-chave: Syzygium cumini, diabetes, histologia,
imunoistoquimica.

ABSTRACT

This study verified the effect of Syzygium cumini
bark extract on the pancreas of normal and diabetic rats. The
animals were allocated into four groups, control (C), treated
control (TC), diabetic control (DC) and treated diabetic (TD).
An aqueous extract from Syzygium cumini bark, was given by
gavage in a daily dose of 1g kg* of body weight. After a thirty
day period, the animals were euthanized and the pancreas taken
to imunno-histochemical analysis. A significant decrease in the
number and size of islets, citoarchitectural alterations, as well
as a severe decrease in the number of positive cells in diabetic
animals (p<0.0001) was observed. However, was noticed a no

significant difference neither between DC and DT nor C and CT
groups. These results indicate that the Syzygium cumini bark
extract does not affect significantly the number, size and
citoarchitecture of islets, and, it also does not lead to an increase
in B cell number in animals treated with the plant extract.

Key words: Syzygium cumini, diabetes, histology,
imunnohistochemistry.

INTRODUCAO

O Syzygium cumini (sinonimias: Syzygium
jambolanum, Eugenia jambolana, Syzygium
jambos) é uma planta popularmente utilizada no
tratamento da diabetes melito insulino dependente
(DMID). A casca, o fruto, a semente e a folha dessa
planta sdo utilizados no tratamento da diabetes e
preparados como extrato aquoso ou decocgdo, extrato
etandlico ou suco da planta crua ( PEPATO et al.,
2001).

As alterac6es observadas no pancreas de
animai s diabéti cos caracterizam-se por diminuicao das
células beta (B) e distor¢éo da citoarquitetura das
ilhotas, além dedistribuicdo irregular de outrascélulas
pancredticas. Devido aintensaestimulagdo pelasquais
as células B estdo sujeitas, elas raramente sofrem
mitose (GEPTS & LECOMPTE, 1981).

A infiltracdo linfocitica nas ilhotas,
denominada de insulite, é considerada uma lesdo
especifica encontrada no pancreas de pacientes
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diabéticos, como os linfécitos sdo atraidos pela
presenca de antigenos nas células 3, essa pode ser a
causa da destruicdo progressiva das células em
pacientesdiabéticos (KESSLER et d ., 1999). Segundo
GEPTS & LECOMPTE (1981), a infiltragdo pode
consistir de apenas poucas células, podendo escapar
da detecgéo histoldgica.

O presente trabalho teve como objetivo
verificar ainfluénciado extrato dacascade Syzygium
cumini no tamanho, nacitoarquitetura, no nimero de
células B e na presenca de fibroblastos e células
mononucleares nas ilhotas pancredticas de ratos
normais e diabéticos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em ratas adultas da
linhagem Wistar, com pesos entre 180 e 300g,
provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM). Foi oferecido aos
animais dieta solidef e hidricaad libitum. Os animais
passaram por um periodo de adaptacdo de 10 dias antes
do inicio do experimento.

As cascas do caule de Syzygium cumini
foram coletadas em maio de 2001, no municipio de
SantaMaria, RS. A plantafoi identificadaeregistrada
no herbério de plantas medicinais e toxicas do
Departamento de Farmécialndustrial daUFSM, pela
exsicatade nimero 160. O material vegetal (cascado
caule) de Syzygium cumini foi desidratado em estufa
atemperaturade 50°C, e moido em moinho de Wiley
e dele fez-se a extragdo afrio, utilizando-se o etanol
como solvente. O extrato bruto foi obtido apos a
evaporacao do solvente em rotavapor com rendimento
de 10% do peso (4100g) da casca do caule.

Para ainducdo da DMID foram utilizados
150 animais. ApGs permanecerem em jejum por 24
horas, administrou-se aloxanao® (diluido a 2% em
solugdo de citrato de sddio 0,05M, pH 4,5) na dose
Unica de 150mg/kg, viaintraperitoneal. Seis horas da
inducdo, os animais receberam glicose a 10% ad
libitum como Unicafonte de alimentag&o. Decorridos
15 dias determinou-se a glicose sangiiinea e somente
0s animais com glicemiade jejum superior a 180mg/
dL foram considerados diabéticos e sel ecionados para
0 experimento.

Nos grupos 1, controle (C; n=11) e 2,
controle tratado (CT; n=9) foram utilizados animais
ndo induzidos com aoxano. Os animais diabéticos
foram divididos, de forma aleatéria em grupo 3,
diabético controle (DC; n=10) e grupo 4, diabético
tratado (DT; n=9). Os grupos 1 e 3 receberam
diariamente 2mL de agua destilada, e osgrupos2 e 4

receberam diariamente o extrato dacascade Syzygium
cumini nadose de 1g/kg de peso vivo através de uma
sonda oroesof agica.

Ao final de um periodo de tratamento de
30 dias os animaisforam submetidos aeutanésia. Apos
aaberturadacavidade abdominal, o pancreas avaliado
macroscopicamente, foi coletado e fixado em formol
tamponado a temperatura ambiente por 24 horas.
Posteriormente, os 6rgdos emblocados em parafina,
foram submetidos acortes seriados (7um), escolhendo-
se aleatoriamente trés cortes, os quais foram fixados
em [aminas previamente preparadas com organosilano.

As seccles foram imunocoradas para
insulina, utilizando a técnica de imunoperoxidase,
método da estreptoavidina-biotina proposto por
PEINADO et a. (1996).

A avaliagdo semi-quantitativa foi feita
utilizando-se um micréscopio Olympus e realizando-
se a contagem do nimero de ilhotas por pancreas em
aumento de 100X . Observaram-seindividua mente as
ilhotas em aumento de 400X para contagem dos
nucleosdas cél ulas positivas (marcagdo parainsuling)
ecédulasnegativas. Foram observadasacitoarquitetura
e apresenca de fibroblastos e células mononucleares
nasilhotas, sendo realizadaamorfometriacom régua
micrometrada em aumento de 100X no mesmo
microscopio.

Realizou-se aandlise estatistica (andise de
variancia) para nimero e tamanho de ilhotas por
pancreas e nimero de células positivas e negativas
parainsulina por ilhota pancredtica e, usou-se o teste
de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Todos o0s animais apresentaram pancreas
com caracteristicas macroscépicas normais.
Histologicamente, foi demonstrado que nos animais
dos grupos DC e DT houve reducéo no tamanho e
namero das ilhotas pancreédticas (P<0,001),
acompanhada de diminui¢do no nimero de células B
(P<0,0001) em relacéo ao grupo C (Tabela 1). N&o
houve diferencaentre osanimaisdosgruposCeCT e
entre os dos grupos DC e DT. Estes resultados
confirmam osdeDUMM et al. (1995), que observaram
marcada reducédo no nimero, tamanho e distor¢éo da
citoarquitetura das ilhotas de animais diabéticos em
decorréncia da diminuicdo do nimero de células f3.

Nos animais dos grupos C e CT foi
observado um arranjo cléssico das células nasilhotas
pancredticas (Figura 1A e 1B). As células 3 (células
positivas) ocupavam posi¢ao central easoutrascélulas
enddcrinas (células negativas), posicao periférica,
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Tabela 1 - NUmero, tamanho, células positivas (+) e negativas (-) das ilhotas pancredticas de ratos normais e diabéticos tratados com o

extrato da casca de Syzygium cumini durante 30 dias.

Ihotas pancredticas

Grupo Nudmero Tamanho (u) Célula(+) Célula(-)

Controle (C=11) 8,4+050a 107,84+ 2,07 a 86,88+ 2,72a 2259+ 0,53
Controle tratado (CT=9) 84+024a 105,72+ 2,37 a 85,02+4,73a 22,45+ 0,92
Diabético controle (DC=10) 35+026b 4892+331b 1,77+0,17b 23,26 + 2,28
Diabético tratado (DT=9) 33+033b 4389+ 351b 205+020b 25,82 + 3,65

Os valores representam as médias + erro padréo da média (EPM). L etras diferentes na mesma coluna indicam diferengas (P< 0,001) entre os

valores.

semelhante ao que foi observado por ELAYAT et al.
(1995) e TANIYAMA et a. (1999). Nos animais
diabéticos observou-se distribuigdo irregular das
célulaspositivas (Figura1C e 1D), sem que houvesse
arranjo periférico das células negativas como descrito
por BERNARD et al. (1998).

Os resultados obtidos demonstraram que a
utilizagdo do extrato aguoso da casca de Syzygium
cumini na dose de 1g/kg ndo promoveu efeito
regenerativo no tecido das ilhotas pancredticas dos
animais diabéticos tratados.

Neste estudo foi comprovada a destruicéo
seletivadas células 3 causada pelo al oxano descrita
por ZAFIROVA et al. (1991), DUMM et al. (1994)
e KESSLER et al. (1999). Praticamente todas as
células 3 foram destruidas confirmando os estudos
realizados por MATHEUS & LEITER (1999),
DREW et al. (2000) e PESCHKE et al. (2000). Os
animaisdosgruposDC e DT apresentaram em torno
de 1,91 células positivas/ilhota e, nos animais dos
grupos C e CT a média foi de 85,95 células
positivas/ilhota.

N&o foi observado aumento no nimero de
células B nosanimaisdiabéticos. Segundo BERNARD
etal. (1998), ascélulas 3 possuem grande capacidade
intrinseca de se adaptarem as alteragGes funcionais,
sendo aglicose o regulador dessa plasticidade celular
pancresdtica. Em um estudo realizado por PIPELEERS
& VAN DE WINKEL (1986), o grau de destruicdo
das células B pancreéticas provocado pelo aloxanoin
vitro foi reduzido em 80% pela adicdo de glicose ao
meio. Assim, aagdo do Syzygium cumini poderia ser
semel hante ao da glicose, regulando essa plasticidade,
porém a dose utilizada neste experimento pode ndo
ter sido suficiente para induzir este mecanismo
regenerador.

Outros fatores devem ser levados em
consideracdo para explicar o ndo efeito do extrato da
casca. O tempo de tratamento de 30 dias, pode ter

sido insuficiente paraproduzir o efeito esperado, pois
segundo PEPATO et a. (2001), a eficécia da planta
esta relacionada com tratamento prolongado.
De acordo com PRINCE et al. (1998) e
GROVER et al. (2000), o efeito anti-hiperglicémico
dessa planta dependente da dose do agente
diabetogénico e do grau de destrui¢do das células f3.
Osanimais deste experimento apresentavam diabetes
severa (glicose plasmatica maior que 400mg/dL) e
reduzido nimero de células funcionais (média de 3
célulag/ilhota), aspectos que dificultariam a acdo da
planta.
Foi observado aumento das células
negativas nos animais dos grupos DC e DT, porém o
aumento ndo foi significativo em relagdo ao grupo C,
concordando com estudos realizados por DUMM et
al. (1994). Essas alteracdes exibidas na sindrome
diabética ainda ndo foram compreendidas. Sugere-se
aexisténcia de um sistema de controle paracrino que
envolva aregulacdo da secregdo hormonal nailhota,
ocorrendo uma interligacdo entre as células
pancreaticas onde qualquer alteracdo de uma célula
afeta o funcionamento das demais (DUMM et al.,
1995). Este aumento pode estar relacionado a queda
na producdo de insuling, pois segundo DUMM et al.
(1994), a insulina funciona inibindo a secrecéo de
glucagon e ndo havendo insulina as células afa (o)
aumentam a sua producao e tornam-se hiperplésicas.
Neste estudo foi verificado maior
guantidade de fibrobl astos e vacuolizag&o nasilhotas
dos animais diabéticos, porém ndo se observou a
presenca de células mononucleares fagocitarias
(insulite), concordando com o estudo realizado por
ZAFIROVA et a. (1991). KESSLER et a. (1999)
afirmaram ser a insulite uma lesdo especifica da
diabetes, mas segundo esses autores muitas vezes o
namero de células mononucleares apresentou-se
pequeno, nao sendo detectado em coloracdes
rotineiras, tornando-se necessario a utilizagéo de
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Figura 1 - Ilhotas pancreéticas com células b imunocoradas para insulina (indicadas pelas setas). Em A, verifica-se a ilhota de um animal
controle e em B, nota-se ailhota de um animal controle tratado. Em C, observa-se ailhota de um animal diabético controlee em D,

verifica-se aiilhota de um animal diabético tratado (x400).

técnicas de imunoistoquimica para a detecgéo
especifica dessas células.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste
estudo pode-se concluir que o extrato da casca de
Syzygium cumini, na dose de 1g/kg e no periodo de
30 dias, ndo afeta o niUmero, o tamanho e a
citoarquiteturadasilhotas e ndo promove aumento no
ndmero de células 3 de animaistratados com aplanta.
Também ndo reduz a presenca de células
mononuclerares efibroblastos nasilhotas pancredticas.
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