ARS VETERINARIA, Jaboticabal, SP, v.27, n.3, 175-180, 2011. ISSN 2175-0106

AVALIACAO MORFOMETRICA DAS ILHOTAS DE LANGERHANS DE
RATOS DIABETICOS TRATADOS COM EXTRATOS DE Azadirachta indica
(NEEM) E ESTREPTOZOOTOCINA 6 CH

MORPHOMETRIC EVALUATION OF THE ISLETS OF LANGERHANS OF DIABETIC RATS
TREATED WITH EXTRACTS OF Azadirachtaindica(NEEM) AND STREPTOZOTOCIN 6C

M. F. ROSA!, M. R. PACHECO!, A. M. GIRARDI", M. H. M. SILVA',
E. SANTOS', S. M. BARALDI-ARTONI"

RESUMO

Foram avaliados os efeitos dos extratos aquoso e hidroalcodlico de Azadirachta indica, A. Juss e da estreptozootocina 6
CH sobre a morfometria das ilhotas de Langerhans de ratos com diabetes mellitus induzida por estreptozootocina. Os
resultados morfométricos indicam que area e o perimetro do grupo controle apresentaram valores médios maiores
quando comparados aos demais grupos, formados por animais diabéticos, os quais nio diferiram entre si. O didmetro
minimo do grupo tratado com extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss a 10% revelou-se com maior vaor
confrontado ao grupo controle. Nao se observou diferengas significativas entre os todos os grupos tratados e o grupo
controle diabético. Portanto, conclui-se que 0s tratamentos analisados ndo tiveram efeito significativo quanto a
morfometria das ilhotas pancreaticas, ou seja, ndo induziram a regeneragdo do pancreas endocrino em animais
diabéticos durante o intervalo de tempo deste estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Agentes hipoglicemiantes. Diabetes mellitus. Fitoterapia. Homeopatia.

SUMMARY

The effects of aqueous and hydro-alcoholic extracts of Azadirachta indica, A. Juss and streptozotocin 6 CH on the
morphometrics of the islets of Langerhans in streptozotocin-induced diabetic rats were evaluated. The morphometric
results indicate that the area and the perimeter of the control group have higher means compared to the other groups of
diabetic animals, which did not differ among themselves. The minimum diameter of the group treated with aqueous
extract of Azadirachta indica, A. Juss 10% was larger than the control group. There were no significant differences
between treated groups and diabetic control group. Therefore, we concluded that the treatments studied do not induce
the regeneration of endocrine pancreas of diabetic animals because they had no significant effect on the morphometrics
of pancreatic islets during the period of this study.
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INTRODUCAO

Os hormonios pancreaticos sdo sintetizados em
grupamentos arredondados de células epiteliais
endocrinas  chamados  ilhotas de  Langerhans
(SCHOSSLER, 2004). As células B, secretoras de
insulina, perfazem 70% da ilhota (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004) e ocupam a regido central desta
(JOHNSON, 2000). Dentro das células, os hormonios
sio armazenados em granulos (BERNE et al., 2000). A
insulina reduz as concentragdes sangiiineas de glicose,
acidos graxos e aminoacidos e promove a conversao
desses compostos em sua forma de armazenamento
(CUNNINGHAM, 1999). O diabetes mellitus ¢ um
distirbio metabolico cronico caracterizado glicemia
elevada pela deficiéncia e/ou resisténcia a insulina,
com varias complicagdes graves como problemas
macrovascul ares, microangiopatia, retinopatia,
nefropatia e neuropatia (RANG et a., 2004),
conseguéncias principalmente da hiperglicemia, que
deve ser controlada rigorosamente (COTRAN et d.,
2000). Nas ilhotas, causa redugdo de seu ntimero e
tamanho, infiltracdo leucocitaria, desgranulacdo das
células P pela deplecdo da insulina armazenada e
substituigdo amildide no diabetes tipo 2 (COTRAN et
al., 2000). No que diz respeito a indugdo do diabetes
mellitus, Furlan (2001) relatou que grande parte das
ateragdes que aparecem ap6s o tratamento com
estreptozootocina sio decorrentes de sua agdo toxica
sobre as células B, ao se acumular nas por¢des centrais
das ilhotas pancreaticas. Marles & Farnsworth (1999)
sugeriram gue a estreptozootocina estimula a produgio
de radicais livres, o que leva a destrui¢ao e disjungio
das células .

A Azadirachta indica, conhecida como Neem, é
uma plantaindiana (CHOPRA, 1958; SAXENA, 1993)
introduzida no Brasil em 1993 pela EMBRAPA -
CNPAF, em Goiania - GO. Atualmente, sabe-se que
possui uma grande concentragio de terpendides
responsaveis pelas suas agdes terapéuticas (RAGASA
et al., 1997). Varios estudos indicam efeitos benéficos
da planta no tratamento do diabetes mellitus. A
comparagdo da agdo hipoglicemiante de algumas
plantas medicinais demonstrou que o extrato das folhas
da Azadirachta indica foi 0 mais potente delas (ALAM
et a., 1990). Chattopadhyay (1999) relata que o efeito
hipoglicemiante do extrato de suas folhas pode ser
devido ao bloqueio do efeito inibitorio da serotonina
sobre a liberagdo de insulina mediada pela glicose.
Parshad et a. (1999) encontraram melhora significativa
nos pesos e diminui¢do da mortalidade de ratos com
diabetes induzida por estreptozootocina tratados com
extrato aquoso da Azadirachta indica. Khoda et al.
(2000) confirmaram seu efeito hipoglicemiante em
coelhos diabéticos aloxanicos tratados com extratos das
folhas e dleo das sementes. Biswas et a. (2002)
descreveram que o extrato aquoso de suas folhas,
quando fornecido oralmente, reduz a glicemia em ratos
normais e diabéticos, possivelmente devido a presenga
de um flavonoéide, a quercetina.

Efeito hipoglicémico significante também foi
observado pela aimentagdo de coelhos normais e com

diabetes induzido pelo aloxano, em jejum, com éleo da
Azadirachta indica, assm como pelo extrato de folhas
e dleo de sementes. Hussain (2002) demonstrou que o
tratamento aquoso da Azadirachta indica tem efeito
favoravel sobre a glicemia e tolerancia a glicose,
reduziu os lipidios séricos e o peso corporal, além de
reverter completamente as anormalidades da retina e a
inflamagdo dos membros dos animais. Mahdi et a.
(2003) concluiram que a Azadirachta indica e as
demais espécies testadas ndo sdo tteis no controle dos
niveis de peroxidacdo de lipidios, mas eficazes no
reforco do potencial antioxidante em ratos diabéticos
estreptozootocinicos.

Segundo Gupta et a. (2004), os tratamentos orais
de ratos diabéticos estreptozootocinicos com extratos
da améndoa e da casca das sementes de Azadirachta
indica, por 28 dias, previnem o estresse oxidativo
causado pela estreptozootocina no coragdo e
eritrocitos. Waheed et al. (2006) descreveram que a
Azadirachta indica teve atividade hipoglicémica em
dose ata sobre pacientes diabéticos tipo 2 tratados
durante 14 dias, e pode ser combinada com sucesso
com agentes hipoglicemiantes orais em casos nos quais
o diabetes nao ¢ controlado apenas com estas drogas.
Chandraet al. (2007) relataram que 0s extratos aquosos
de certas plantas, incluindo a Azadirachta indica,
possuem atividades antidiabéticas e antioxidativas e o
seu uso apropriado na dieta pode ajudar a minimizar as
complicagdes relacionadas a esta doenga. Mostofa et
a. (2007) relataram que os extratos de Catharanthus
roseus, Azadirachta indica e Allium sativum
aumentaram o ganho de peso corpora e diminuiram a
glicose sanguinea de ratos diabéticos induzidos por
estreptozootocina quando comparado com a droga
glimeprida. Ebong et a. (2008), tratando ratos
diabéticos com extrato de Azadirachta indica, mostrou
gue uma dose tnica provoca um pico de redugdo da
glicemia uma hora apos sua administragéo. Seu extrato,
sozinho e combinado ao extrato de Vernonia
amygdalina, reduziu a glicemia dos animais ao final do
tratamento. Atangwho et a. (2010) concluiram que a
glicemia diminuiu em ratos saudaveis e diabéticos
tratados com extratos de Vernonia amygdalina e
Azadirachta indica, apb6s sete dias do inicio do
tratamento e ainda mas rapidamente quando
administrados em conjunto. Além disso, a variagdo da
glicemia dos ratos tratados com o0s extratos
combinados foi similar a dos animais tratados com
insulina, porém mais constante, tendéncia vista
também em relagdo ao peso corporal dos animais, mas
nadiregdo inversa.

Kumari (2010) relata que o pé das sementes de
Azadirachta indica reduziu a glicemia em jejum e pos
prandial de pacientes humanos diabéticos tipo 2, assim
como diminuiu os niveis lipidicos sanguineos médios
nestes individuos. Porém, Rosa et al. (2010)
consideraram duvidoso seu uso no controle da glicemia
de ratos diabéticos estreptozootocinicos pois os niveis
glicémicos dos animais tratados com extratos aquoso e
hidroa codlico de suas folhas foram maiores que os do
grupo controle diabético.
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A homeopatia é uma ciéncia terapéutica baseada na
lei natural de cura Simila similibus curentur OU “sejam
0s semelhantes curados pelos semelhantes”. Assim,
toda substancia capaz de produzir um quadro moérbido
em um individuo sadio, porém sensivel, seria
igualmente capaz de, em doses convenientes conforme
0 caso, curar no individuo sensibilizado por uma
doenca  semelhante, excetuando-se as lesdes
irreversiveis. O fato das diluigbes sucussionadas
adquirirem poder dinimico crescente fez com que os
termos diluigdo, poténcia e dinamizagdo passassem a
ser indistintamente empregados sob o ponto de vista
pratico (KOSSAK-ROMANACH, 1993). O rato ¢ o
modelo mais comumente estudado para eucidar os
efeitos terapéuticos de substincias diluidas e
potencidizadas (VAN WIJK et a. 2009. Nas
preparagdes em ultra alta dilui¢des, uma substincia ¢é
diluida sequencialmente a 1:100 (C) e sofre sucussio a
cada passagem. A siga CH (centesima
Hahnemanianna) corresponde a uma diluicdo de 100
vezes e 0 nimero que a precede corresponde ao
nimero de passagens (CARVALHO, 2000). Em
relacio ao tratamento homeopatico do diabetes
mellitus, Santos (1990) verificou agdo hipoglicemiante
da aloxana 6 CH em ratos diabéticos. Rosa et a. (2010)
relataram que ratos com diabetes mellitus induzida por
estreptozootocing, guando tratados com
estreptozootocina 6 CH mostraram, no 30° dia de
tratamento, 0s menores niveis glicémicos em relagdo
aos grupos controle e diabético e aos animais que
receberam extratos aquoso e hidroalcodlico de
Azadirachta indica.

MATERIAL E METODOS

Preparou-se dois extratos de Azadirachta indica,
um aguoso e outro etandlico, com as folhas cultivadas
e fornecidas pela EMBRAPA-CNPAF, que previamente
passaram por um processo de estabilizagdo a sombra
em um ambiente coberto e ventilado. Apds esta
secagem e posterior trituragdo das folhas, foi preparado
um extrato etanolico a 70% (p/p) por percolagdo, até o
esgotamento do ativo, a uma velocidade de oito gotas
por minuto e, em seguida, este foi concentrado até a
obten¢do de um extrato mole. Preparou-se também um
extrato aguoso, utilizando a agua destilada para a
percolagdo até o esgotamento do ativo, nas mesmas
condi¢des anteriores e, posteriormente, este extrato
aquoso foi liofilizado.

Para a preparagio de ultra alta diluigdes em
sistemas dinamizados (estreptozootocina 6 CH)
utilizou-se, como ponto de partida, estreptozootocina
(Sigma) e como veiculo, solugdo etandlica em
diferentes concentragdes (30% ou 70%). Realizou-se
100 sucussdes pelo processo de diluicdo e sucussao
mecanicas. A sucussio foi executada por meio de
movimento continuo e ritmado, no sentido vertical, de
modo a produzir chogue do fundo do frasco contra um
anteparo semi-rigido. Dispds-se sobre a bancada seis
frascos de 30 mL para atingir a dinamizagdo desejada e
colocou-se em cada frasco 19,8 mL de solugdo
etandlica a 70% (V/V). Acrescentou-Se No primeiro

frasco 0,2 g de estreptozootocing, homogeneizou-se e
sucussionou-se 100 vezes em brago mecénico. Obteve-
se assim a 1 CH. A partir dessa diluigdo, procedeu-se
de forma idéntica para as preparagdes subsequentes até
atingir a dinamizagéo desejada (6 CH). A preparagdo 6
CH foi feita em solugdo etandlica a 30% (V/V). O
liquido obtido foi conservado em recipiente de vidro
ambar, bem fechado, protegido do calor e da luz direta.
(FARMACOPEIA, 1997).

Foram utilizados para a experimentagdo 25 ratos
albinos, machos, da raga Wistar pesando entre 200 e
250 g provenientes do Biotério Central do Campus de
Botucatu — UNESP. Estes foram divididos em grupos
de cinco animai's, adaptados em gaiolas no Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias,
Campus de Jaboticabal — UNESP, com temperatura
controlada e ciclo de claro-escuro de 12 horas, com
fornecimento de ragéo e agua ad libitum, durante cinco
dias.

Apds o periodo de adaptacdo, os animais foram
deixados em jejum aimentar de 14 a 16 horas e
coletou-se, através da artéria infraorbitaria, amostras de
sangue (1 mL) para a determinacdo da glicemia pelo
método de King & Garner (1947), apds leve anestesia
inalatéria por éter. Em seguida, foi administrada a 20
ratos, 35 mg/kg de estreptozootocina diluida em
tampao citrato de sodio (pH 4,5), intravenosamente, no
seio venoso do pénis, com os animais ainda
anestesiados. Os outros cinco ratos serviram como
grupo controle. Apds cinco dias, coletou-se sangue, de
acordo com o método anteriormente citado, para a
determinagdo da glicemia. Depois de confirmada a
hiperglicemia dos animais que  receberam
estreptozootocina, estes foram separados em grupos,
cada um com cinco animais, que receberam tratamento
oral uma vez por dia, com os diferentes extratos de
Azadirachta indica € com estreptozootocina em ultra
ata  diluigdes em sistemas dinamizados
(estreptozootocina 6 CH). O grupo controle foi
constituido por cinco animais nao diabéticos.

Todos os animais foram tratados diariamente, por
viaora (0,2 mL/100 g de animal), através de gavagem,
a saber: 0s grupos controle e controle diabético
receberam agua; um grupo recebeu extrato aquoso de
Azadirachta indica a 10%,; outro grupo foi tratado com
extrato hidroalcodlico (70%) de Azadirachta indica a
10% e o ultimo grupo com estreptozootocina em ultra
ata  diluigdes em sistemas dinamizados
(estreptozootocina 6 CH). Este procedimento foi
realizado durante 30 dias.

No 31° dia, os animais foram sacrificados e o
pancreas, depois de coletado, foi fixado em solugdo de
Bouin por 24 horas e processado, rotineiramente para a
inclusio em parafina. Apds a microtomia semi-Seriada
a intervalos de 110 um, os cortes histolégicos, a
espessura de 7um, foram corados pela técnica da
hematoxilinaeosina (TOLOSA et a., 2003) e
fotomicrografados com auxilio de um fotomicroscopio
LEICA DM 5000 B, sendo analisadas 5 laminas com 5
cortes histologicos por animal, totalizando 25 cortes.
Todas as ilhotas de cada corte foram avaliadas. A
analise morfométrica foi realizada nas ilhotas de
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TABELA 1 - Vaores de F, coeficiente de variagdo (CV), médias e desvio padrdo (DP) obtidos nas analises de variancia
para os parimetros medidos nas ilhotas de Langerhans do pancreas de ratos machos albinos Wistar, dos grupos

controles e tratados.

‘ Didmetro Didmetro ,
Area L. .. Perimetro Fator de
Tratamento (x10° pm?) Maiaximo Minimo (x10° pm) forma
3 (x10° pm)  (x10° pm) H
Média 8,58 a 0,62 a 0,44 a 0,36 a 2,19a
Controle
DP 0,87 0,08 0,03 0,04 0,32
Média 4,29b 0,71a 0,49 ab 0,24b 224a
Controle Diabético
DP 0,49 0,03 0,02 0,02 0,77
Média 322b 0,71a 0,53b 0,24b 1,92a
Extrato Aquoso de
Azadirachta indica
DP 0,27 0,06 0,07 0,02 0,31
Média 3,70b 0,63 a 0,49 ab 0,25b 211a
Extrato
Hidroalcodlico (70%)
de Azadirachta indica DP 122 0,01 0,04 0,04 0,28
Média 351b 0,65a 0,49 ab 022b 157a
STZ 6CH
DP 0,34 0,06 0,04 0,01 0,29
Teste F 45,17** 2,75%* 2,70** 17,65** 1,71**
Cv 15,14 8,51 9,00 10,98 21,09

**: gignificativo a 1% de probabilidade

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

Langerhans, medindo-se a area (um?), o perimetro
(um), os didmetros maximo (1m) € minimo (um) que
Sdo, respectivamente, 0 maior ¢ o menor didmetro
mensurado em cada ilhota; e o fator de forma. O fator
de forma estda programado, como os demais
parametros, na memoria do programa Image Pro-plus.
O menor vaor deste fator ¢ igual a 1 (um),
significando que a forma do citoplasma e/ou do nucleo
apresenta a forma de um circulo perfeito. Quando este
fator for maior que a unidade, entende-se que a forma
do citoplasma e/ou do nucleo ndo ¢é perfeitamente
circular. As analises propostas foram efetuadas
utilizando-se objetiva de pequeno aumento (5x),
mediante o programa de analise de imagens (LEICA).

O experimento
delineamento
tratamentos e 5
comparadas mediante o teste de Tukey a 5% de
probabilidade de acordo com Pimentel Gomes (2000).

foi redlizado
inteiramente  casualizado,

repeticdes.

conforme
com 5
As médias

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados morfométricos das variaveis medidas
nas ilhotas pancreaticas de ratos machos albinos Wistar
estio apresentados na Tabela 1. Os resultados
comprovaram que houve diferencas significativas
(p<0,01) entre os tratamentos.
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A area e o perimetro do grupo controle
apresentaram 0s maiores valores médios (p<0,05)
comparados aos demais grupos, os quais ndo diferiram
entre si (p>0,05), 0 que leva a crer que o diabetes
mellitus induziu uma diminui¢do nestas medidas,
concordando com as afirmagdes de Cotran et al.
(2000).

O didmetro minimo do grupo tratado com extrato
aquoso de Azadirachta indica, A. Juss a 10% revel ou-
se com maior valor (p<0,05) confrontado ao grupo
controle, enquanto 0s outros grupos nao diferiram
entre si (p>0,05), em relagdo a este mesmo pardmetro.

O didmetro maximo, o fator de forma ¢ o volume
revelaram valores médios semelhantes (p>0,05) entre
todos os grupos experimentais. O fator de forma, além
de ndo diferir significativamente entre os grupos,
apresentou para todos os tratamentos testados e para 0s
grupos controle e controle diabético, valores
superiores a unidade, indicando que as ilhotas
possuem um contorno arredondado e ndo
perfeitamente circular, morfol ogicamente normal para
esta estrutura do pancreas. Assim, pode-se concluir
que o diabetes mellitus nao alterou o formato das
ilhotas de Langerhans.

Os resultados obtidos pela analise morfométrica de
todos o0s parametros mensurados indicam que ndo
houve diferencas significativas entre os tratamentos
testados e o grupo controle diabético. Desta forma,
percebe-se que os tratamentos realizados, no intervalo
de tempo utilizado no estudo, ndo melhoraram as
ateragdes causadas pelo diabetes mellitus nos
parametros mensurados nas ilhotas de Langerhans, o
que pode ser justificado, também pelo periodo
experimental possivelmente curto para o aparecimento
de diferencas entre os grupos analisados.

CONCLUSOES

Conclui-se, mediante os resultados obtidos na
analise das ilhotas pancreaticas, que os tratamentos
analisados ndo tiveram efeito significativo quanto a
morfometria destas durante o periodo experimental do
estudo, ou sgja, ndo induziram a regeneragdo do
pancreas endocrino em ratos diabéticos apds um més
de administracio.
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