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APRESENTAÇÃO

A coleção “Ciências Morfofuncionais” é uma obra que tem como foco principal a 
apresentação de trabalhos científicos diversos que compõe seus capítulos relacionados aos 
mecanismos envolvidos na estrutura e no funcionamento do corpo dos organismos vivos. 
O volume apresenta um compilado de 7 artigos distribuídos em temáticas que abordam de 
forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/ou revisões 
que transitam nas diversas áreas de aplicação da Anatomia e Fisiologia.

O objetivo central desta coletânea é apresentar de forma categorizada e clara 
estudos desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Em todos 
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à Biologia Celular, Biologia 
Molecular, Bioquímica, Genética, Histologia, Embriologia, Imunologia, Anatomia, Fisiologia, 
Medicina, Medicina Veterinária, Saúde e áreas correlatas.

O avanço tecnológico e científico tem contribuído com inúmeras pesquisas que 
analisam a morfologia dos organismos e buscam entender o funcionamento e a interação 
das moléculas, células, tecidos, órgãos e dos sistemas do corpo. O estudo das Ciências 
Morfofuncionais pode auxiliar na prevenção e no combate a patologias/doenças que podem 
afetar a saúde humana e dos demais seres vivos, além de contribuir com o diagnóstico e 
tratamento de diversas doenças, como o câncer e a diabete.

Temas diversos e interessantes são deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de Graduados, Mestres, Doutores e todos aqueles que 
de alguma forma se interessam pelas Ciências Biológicas e pelas Ciências da Saúde em 
seus aspectos anatômicos e fisiológicos. Possuir um material que demonstre a aplicação 
da Morfofisiologia em várias áreas do conhecimento, de forma temporal e com dados 
substanciais de regiões específicas do país tem sido relevante, bem como, abordar temas 
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Ciências Morfofuncionais” apresenta uma teoria bem fundamentada 
nos resultados práticos obtidos por vários pesquisadores, professores e acadêmicos que 
arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estão apresentados de maneira concisa 
e didática. Sabemos o quão importante é a divulgação científica, por isso evidenciamos 
também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma plataforma consolidada 
e confiável, permitindo que esses pesquisadores exponham e divulguem seus trabalhos 
científicos.

Desejo a todos uma ótima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: Diabetes mellitus é uma doença 
metabólica crônica caracterizada pela 
hiperglicemia persistente que pode afetar o 
sistema nervoso central. Extratos de plantas têm 
sido utilizados para diminuir os níveis de glicose 
sanguínea e tratar as complicações causadas 
pelo diabetes. Nesse estudo, os efeitos do 
extrato hidroalcoólico da casca do caule de 
Pouteria ramiflora foram investigados por meio da 
morfometria das células hipocampais do cérebro 
de ratos. Ratos machos Wistar foram divididos 
em grupos não diabéticos (n=6), diabéticos (n=6) 
e tratados por 20 dias (n=12) com acarbose 25 
mg/kg ou extrato de Pouteria ramiflora 500 mg/
kg. Os cérebros foram dissecados, as secções 
coradas com Hematoxilina-Eosina e as células 
hipocampais quantificadas pelo software 
ImageJ. A análise morfométrica revelou que 
o tratamento com o extrato da planta atenuou 
significativamente a morte celular no hipocampo 
dos animais diabéticos, afetando a quantidade 
total de células, em comparação com os outros 
grupos. Sugere-se que o extrato da casca 
do caule de Pouteria ramiflora possui efeito 
neuroprotetor no hipocampo. Estudos futuros 
são necessários para a melhor compreensão 
do mecanismo de ação do extrato da Pouteria 
ramiflora nos neurônios e no tratamento do 
diabetes mellitus.
PALAVRAS-CHAVE: Diabetes mellitus, 
Neuroproteção, Fitoterapia, Hipocampo.
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MORPHOMETRY OF THE HIPPOCAMPAL CELLS IN DIABETIC RATS AFTER 
TREATMENT OF STEM BARK EXTRACT OF POUTERIA RAMIFLORA

ABSTRACT: Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease characterized by persistent 
hyperglycemia that can affect the central nervous system. Plant extracts have been used 
to reduce blood glucose levels and to treat diabetes comorbidities. In this study, the 
hydroalcoholic extract effects from peel bole of Pouteria ramiflora were investigated by means 
of hippocampal cells morphometry from brain of rats. Male Wistar rats were divided into two 
groups: non-diabetic (N=6) and diabetic (N=6) and were treated for 20 days (N=12) with 
acarbose 25 mg/kg or Pouteria ramiflora extract 500 mg/kg. The brains were dissected, the 
sections were stained with Hematoxylin-Eosin and the hippocampal cells were quantified by 
the software ImageJ. The morphometric analysis revealed that the treatment with plant extract 
significantly mitigated the hippocampal cell death in diabetic rats, affecting the total amount of 
cells, when compared with the other group. This study suggests that the extract from peel bole 
of Pouteria ramiflora has neuroprotective effect in hippocampus. Future studies are required 
to better understand the molecular mechanism of Pouteria ramiflora extract in neurons and in 
the diabetes mellitus treatment.
KEYWORDS: Diabetes mellitus, Neuroprotective, Phytoterapy, Hippocampus.

1 | 	INTRODUÇÃO
O encéfalo é um órgão de alta demanda energética que utiliza a glicose como 

fonte de energia. No entanto, o excesso desse monossacarídeo na alimentação pode 
acarretar no desenvolvimento do diabetes mellitus (DM) e trazer complicações para o 
sistema nervoso central, incluindo alterações na neurotransmissão, mudanças estruturais, 
distúrbios na aprendizagem e memória, e anormalidades eletrofisiológicas (MOORADIAN, 
1988; MCCALL, 1992; BIESSELS et al., 1994; DI MARIO et al., 1995; HELKALA et al.,1995). 

Estimativas apontam um aumento significativo na prevalência de DM até 2030, 
atingindo aproximadamente 417 milhões jovens e adultos na fase produtiva e 195 milhões 
de idosos (IDF, 2019). O DM é classificado em dois subtipos, o tipo 1 e o 2, no entanto cerca 
de 90-95% dos casos são diabéticos do tipo 2, o qual apresenta uma etiologia multifatorial 
e o estabelecimento de resistência insulínica (SOCIEDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 
2019).

A hiperglicemia a longo prazo, quando não controlada, pode provocar disfunção 
mitocondrial resultando no aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs) e danos 
em diversas biomoléculas e órgãos do corpo, incluindo o cérebro (HURRLE; HSU, 
2017; SOCIEDADE BRASILEIRA DO DIABETES, 2019). Além disso, inviabiliza o bom 
funcionamento dos receptores de insulina, resultando na resistência insulínica (HANÇER 

et al., 2014). Estudos evidenciam alterações na composição e dano neuronal relacionados 
ao DM (JACKSON-GUILFORD; LEANDER; NISENBAUM, 2000; PIOTROWSKI;  
WIERZBICKA; SMIALEK, 2001; ZHEN-GUO et al., 2002). Além disso, o desequilíbrio do 
metabolismo energético descrito no DM induz a alterações no cérebro, como mudanças na 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Piotrowski+P&cauthor_id=11770125
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wierzbicka+K&cauthor_id=11770125
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wierzbicka+K&cauthor_id=11770125
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Smia%C5%82ek+M&cauthor_id=11770125
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+ZG&cauthor_id=12137925
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pressão osmótica plasmática, na função da Na+/K+-ATPase, aumento do estresse oxidativo 
celular, ativação de vias apoptóticas, inflamação e perturbação no balanço de cálcio, dentre 
outras (GONZÁLEZ-REYES et al., 2016). 

A insulina tem um papel estratégico no sistema nervoso central onde atua controlando 
os níveis de sacarídeo e auxilia na modulação cognitiva, no processo de formação da 
memória, no aprendizado e na plasticidade sináptica (ZHAO et al., 1999; PARK et al., 
2001), em conjunto com o funcionamento adequado dos seus receptores (BAGLIETTO-
VARGAS, 2016). 

Entre as terapias utilizadas no tratamento do DM estão a de fármacos, como a 
acarbose, o miglitol e voglibose que possuem ação inibitória sobre enzimas alfa-amilase 
e as alfa-glicosidase que catalisam o amido e o glicogênio (SOUZA, 2011; ROSA; DIAS, 
2014; SALES et al., 2012). A acarbose é um oligossacarídeo complexo pertencente à classe 
dos antidiabéticos orais que atua retardando a digestão de carboidratos (oligossacarídeos 
e dissacarídeos) em monossacarídeos (BALFOUR; MCTAVISH, 1993; CLISSOLD; 
EDWARDS, 1988). No entanto, efeitos colaterais em pacientes dose-dependentes têm sido 
reportados, tais como desconforto abdominal, anorexia, flatulência, diarréia, dentre outras 
implicações gastro-intestinais (CHENG; FANTUS, 2005; MARCONDES, 2003), assim como 
a utilização do miglitol e do voglibose (SHOBANA; SREERAMA; MALLESHI, 2009). 

A demanda por fármacos seguros, hipoglicêmicos e antidiabéticos leva à busca por 
inibidores de origem vegetal, os quais têm mostrado efeitos inibitórios na atividade das 
enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase e, portanto, podem ser potenciais terapêuticos 
eficazes no controle da hiperglicemia, apresentando poucos efeitos colaterais (DE SOUZA 
et al., 2012). 

Algumas plantas têm revelado a capacidade de diminuir a atividade da alfa-amilase, 
como é o caso da Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk da família Sapotaceae, cujo potencial 
de inibição foi verificado em 75% em testes in vitro (GOUVEIA et al., 2013). Além de seu 
efeito inibitório, da Costa e colaboradores (2013) revelaram um efeito neuroprotetor do 
extrato das folhas de Pouteria ramiflora, prevenindo alterações neuronais no hipocampo do 
cérebro de ratos diabéticos induzidos.

Na prática popular, tanto as folhas quanto a casca do caule e da raiz da Pouteria 
ramiflora são utilizadas no tratamento do DM. A literatura carece de estudos que elucidem 
os mecanismos de ação ou os efeitos da utilização dos extratos de Pouteria ramiflora na 
morfofisiologia humana. Neste sentido, o presente estudo buscou avaliar a morfometria de 
células do hipocampo do cérebro de ratos diabéticos tratados com o extrato da casca do 
caule de Pouteria ramiflora.



 
Ciências Morfofuncionais Capítulo 3 23

2 | 	MATERIAL E MÉTODO

2.1	 Coleta e preparo do material vegetal
O material vegetal (casca do caule de Pouteria ramiflora) foi coletado na Reserva Caça 

& Pesca Itororó, no município de Uberlândia-MG que logo foi submetida a identificação por 
autorização do IBAMA 02001.003400/2009-39. Exsicatas foram depositadas no Herbário 
do Instituto de Biologia da UFU sob o n° HUFU 45.535. O material vegetal foi separado, 
dessecado em estufa de ventilação forçada a 30-40°C e pulverizado em moinho de facas. 
O extrato hidroetanólico 1:1 foi preparado por maceração exaustiva por 24 horas, seguida 
de centrifugação e liofilização (MOURA et al., 2008).

2.2	 Animais e indução do diabetes mellitus
Ratos Wistar machos com aproximadamente oito semanas (peso: 180–240 g) foram 

alojados em condições padrão (22±1 °C, umidade 60 ± 5%, 12h luz/12h ciclo escuro) 
com comida e água ad libitum. Os experimentos animais foram realizados no Centro de 
Bioterismo e Experimentação da Universidade Federal de Uberlândia, de acordo com a 
autorização do CBEA/UFU e aprovação pelo Comitê de Ética em uso de animais CEUA/
UFU (registro 051/08).

Os ratos foram submetidos a jejum de 24 horas, anestesiados com solução de 
xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (75 mg/Kg) aplicada via intraperitoneal, e o diabetes foi 
induzido por uma única administração de 40 mg/Kg de estreptozotocina diluída em tampão 
citrato 0,01 M (pH 4,5) via veia peniana (2 mL/Kg) (CALÁBRIA et al., 2011; DA COSTA et al., 
2013). Os ratos não diabéticos receberam injeção do mesmo volume de tampão citrato, nas 
mesmas condições dos diabéticos induzidos. Dez dias após a indução, a glicemia em jejum 
foi mensurada usando fitas reativas Biocheck (Bioeasy), e os ratos com glicemia maior ou 
igual a 200 mg/dL foram considerados diabéticos (DA COSTA et al., 2013). 
2.3	 Grupos e tratamento

Os ratos foram randomicamente divididos em seis grupos (n=6 ratos/grupo), sendo 
eles, não diabético tratado com acarbose (25 mg/Kg) (NDA), não diabético tratado com 
extrato de casca de caule de Pouteria ramiflora (500 mg/Kg) (NDP), diabético tratado 
com acarbose (25 mg/Kg) (DA) e diabético tratado extrato de casca de caule de Pouteria 
ramiflora (500 mg/Kg) (DP). Os grupos tratados receberam acarbose ou extrato de planta 
diluídos em água, enquanto os não tratados receberam apenas água, ambos diariamente 
por 20 dias, via gavagem, sendo considerados como controle negativo.

2.4	 Procedimento experimental
Ao final do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, e 

anestesiados com solução de xilazina (10mg/Kg) e cetamina (75 mg/Kg) aplicada via 
intraperitoneal. O animal foi sacrificado por decapitação e o cérebro  foi dissecado e 
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imediatamente lavado em salina (NaCl 0.9%), sendo fixado em formaldeído 10% por 24 
horas e, posteriormente, submetido aos procedimentos de desidratação em uma bateria 
gradiente de álcool etílico, diafanizado em xilol e emblocado em parafina líquida, à 56°C 
na estufa. Cortes de 5 µm foram montados em lâminas pré-tratadas com gelatina (0,2%).

2.5	 Análise morfológica
Os cortes foram desparafinizados em estufa a 60° por 20 minutos, seguidos por 

banhos de xilol, bateria gradiente de álcool etílico (100%, 70%, 50%) e água destilada, 
por 5 minutos. Após a hidratação, as secções foram coradas com Hematoxilina e Eosina 
(H.E.), na qual os cortes foram imersos em solução de Hematoxilina de Harris comercial 
por 10 minutos e lavados em água corrente por 15 minutos. Em seguida, foram imersos em 
solução de Eosina amarelada por 10 minutos e posteriormente imersos em água destilada 
por 5 minutos. 

Uma vez corados, os cortes foram desidratados, seguindo a bateria gradiente de 
álcool etílico e xilol por 5 minutos. As lâminas foram montadas com Entellan e lamínula 
para visualização dos cortes em microscópio de luz (Bio Focus). As imagens das regiões 
do corno de Amon (CA) e do giro denteado que compõem o hipocampo foram capturadas e 
armazenadas em arquivo do tipo “jpeg” por meio de um tablet associado ao software VMS 
3.6, versão 1.0.

Para cada corte, entre 40 e 50 fotomicrografias foram obtidas de forma randômica 
utilizando a objetiva de 40x. A partir das imagens digitalizadas foi realizada a morfometria 
das células granulares do giro denteado e das piramidais das sub-regiões CA1, CA2 e CA3 
do CA com o uso do software ImageJ, considerando-se o número total de células íntegras 
no hipocampo, sendo contadas manualmente de forma randômica. 

2.6	 Análise estatística
A análise estatística foi realizada utilizando o software BioEstat, aplicando estatística 

descritiva e inferencial com o teste de Qui-quadrado para comparar os grupos de ratos 
diabéticos e não diabéticos antes e após o tratamento, com nível de significância de 1% 
(p<0,001).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
O elevado índice glicêmico é característico em indivíduos portadores de DM, podendo 

induzir ao estresse oxidativo, à alterações em enzimas metabólicas, à glicosilação protéica 
e à graves alterações estruturais em diversos tecidos (NAIK et al., 2014). O sistema nervoso 
central é vulnerável aos efeitos desencadeados pelo estresse oxidativo, visto a geração 
excessiva de EROs a partir da oxidação de níveis elevados de glicose (CALÁBRIA et al., 
2013; IBRAHIM; ABD EL-MAKSOUD, 2015). O estresse oxidativo pode desencadear a 
apoptose celular, o que altera a transmissão sináptica e a morfologia encefálica (ARTOLA, 
2008; TOMLINSON; GARDINER, 2008). 
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A coloração de H.E. é comumente utilizada em estudos experimentais de morfometria 
celular (DA COSTA et al., 2013; MOREIRA et al., 2011; WOLLMANN et al., 2011). Neste 
estudo, cortes frontais de cérebro de rato Wistar machos foram analisados por morfometria, 
quantificando células nervosas da região do corno de Amon (CA1, CA2, CA3) e do giro 
denteado do hipocampo.

Tratamento Células hipocampais
frequência absoluta (n)

Grupo diabético
Água 2.226

Acarbose 2.217*
Pouteria ramiflora 3.066*#

Grupo não-diabético
Água 2.853

Acarbose 2.381*
Pouteria ramiflora 3.480*#

Nota: Acarbose (animais tratados com acarbose a 25 mg/kg); Pouteria ramiflora (animais 
tratados com extrato de casca de Pouteria ramiflora a 500 mg/kg). Os números de células 
hipocampais das regiões supracitadas referem-se à quantidade total de células de todo o 
hipocampo. (*) p< 0,001, comparando água com os tratamentos acarbose e Pouteria ramiflora. 
(#) p< 0,001, comparando os tratamentos acarbose e Pouteria ramiflora. 

Tabela 1 – Frequência de células hipocampais das regiões do corno de Amon (CA1, CA2, CA3) 
e do giro denteado de ratos diabéticos induzidos e não-diabéticos tratados com acarbose (25 

mg/kg) ou com extrato da casca do caule de Pouteria ramiflora (500 mg/Kg)

Fonte: Autoria própria.

No hipocampo encontram-se dois tipos celulares principais, as células granulares 
do giro denteado e as piramidais das sub-regiões CA1, CA2 e CA3 (TAVARES, 2006; 
DA SILVA, 2007). Para a análise morfométrica dos cortes de cérebro de ratos diabéticos 
induzidos por estreptozotocina e não diabéticos foram considerados o número absoluto 
de células granulares e piramidais das sub-regiões CA1, CA2, CA3 e giro denteado do 
hipocampo.

A análise estatística revelou que o tratamento com extrato de casca de Pouteria 
ramiflora (500 mg/kg) nos animais diabéticos induzidos (3.066 células) pode ter resultado 
na redução de morte das células hipocampais, quando comparado com o mesmo grupo 
tratado com acarbose (2.217 células) (p<0,001) (Tabela 1). Esse perfil também foi observado 
em animais não diabéticos (Tabela 1).

A partir da redução dos níveis glicêmicos e consequente controle da hiperglicemia 
persistente, muitas das disfunções metabólicas sistêmicas, como o estresse oxidativo, 
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podem ser atenuadas, incluindo as complicações neurológicas e comportamentais 
causadas pela morte neuronal e/ou deformação estrutural do tecido nervoso, alterações 
na transmissão sináptica, déficit cognitivo e de memória, depressão, hipolocomoção, entre 
outros (PATEL; UDAYABANU, 2017).

O perfil fitoquímico completo do extrato da casca de Pouteria ramiflora foi revelado por 

Oliveira e colaboradores (2014). As diversas atividades biológicas possíveis para Pouteria 
ramiflora podem estar relacionadas às diferentes classes de metabólitos secundários 
presentes, como compostos fenólicos, taninos, antraquinonas livres, cumarinas, esteroides, 
triterpenos, saponinas, glicosídeos cardiotônicos e alcaloides (CORREIA et al., 2016). Além 
disso, flavonoides foram identificados no extrato da folha desta planta (COSTA et al., 2014), 
bem como miricetina glicosilados e ácido gálico (SHOBANA; SREERAMA; MALLESHI, 
2009).

Considerando que o tratamento com o extrato da folha de Pouteria ramiflora estimula 
alguns mecanismos da capacidade antioxidante (DA COSTA et al., 2013), sugere-se que 
o tratamento com o extrato da casca também reduza o estresse oxidativo ou dos níveis 
glicêmicos com resposta direta no cérebro dos ratos diabéticos, podendo resultar em efeito 
neuroprotetor nas células hipocampais.

4 | 	CONCLUSÃO
É possível sugerir, com os dados obtidos, que o extrato hidroalcoólico da casca do 

caule de Pouteria ramiflora possui efeito neuroprotetor nas células do hipocampo, uma 
vez que, em comparação com o tratamento com acarbose, houve indicação na redução 
de perda neuronal de células das subregiões do hipocampo CA1, CA2 e CA3 e do giro 
denteado. Estudos futuros são necessários para a melhor compreensão do mecanismo de 
ação do extrato da Pouteria ramiflora na biologia molecular das células hipocampais e no 
tratamento do diabetes mellitus.
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