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RESUMO: Foram avaliados os efeitos de extratos de Azadirachta indica, A. Juss e da estreptozootocina em ultra-alta diluigdes em sistemas
dinamizados, sobre a morfologia dos hepatécitos de ratos com diabetes mellitus induzida por estreptozootocina. A analise histologica dos
hepatdcitos, mediante a colorag@o por hematoxilina e eosina, revelou que o diabetes mellitus ndo alterou a estrutura destas células durante
os 30 dias de periodo experimental, assim como, ndo afetou a sintese e o armazenamento de glicogénio hepatico, fato este evidenciado pela
coloragdo por PAS/Hematoxilina. Ndo foram detectadas diferengas morfoldgicas entre os grupos experimentais analisados, indicando que
as substancias hipoglicemiantes administradas, também nédo exerceram nenhum efeito sobre o figado dos animais.
PALAVRAS-CHAVE: Azadirachta indica. Diabetes mellitus. Estreptozootocina. Figado. Morfologia.

MORPHOLOGICAL EVALUATION OF HEPATOCYTES FROM DIABETIC RATS TREATED WITH NEEM
(Azadirachta indica, A. Juss) AND STREPTOZOTOCIN 6 CH

ABSTRACT: The effects of extracts from Azadirachta indica, A. Juss, and streptozotocin in extreme high dilutions in di-
namized systems on hepatocyte morphology of rats with diabetes mellitus induced by streptozotocin were evaluated. The
histological analysis of hepatocytes after Hematoxylin and Eosin staining evidenced that the diabetes mellitus did not alter
the structure of these cells during the experimental period (30 days), as well as did not affect the synthesis and storage of
hepatic glycogen when PAS/Hematoxylin staining was used. Morphological differences were not detected among the expe-
rimental groups, indicating that the hypoglycemiant substances tested in this present experiment did not cause any effect on
animal liver.

KEYWORDS: Azadirachta indica. Diabetes mellitus. Liver. Morphology. Streptozotocin.

Introducao

Virias espécies vegetais foram incorporadas
a medicina tradicional devido ao seu uso experimen-
tal, compilando resultados positivos ou negativos
quanto a sua agdo farmacologica (Di STASI, 1996).
Assim, julga-se importante o estudo de plantas me-
dicinais, incentivado pela propria Organizagdo Mun-
dial da Satde (OMS), principalmente por razdes eco-
ndmicas e sociais (MARTINS et al., 1998).

A Azadirachta indica, A. Juss, planta da fami-
lia Meliaceae também conhecida como Nim (Neem),
¢ originaria das regides aridas da India (CHOPRA,
1958; SAXENA, 1993), muito resistente, ndo exi-

gente em solo, de crescimento rapido, alcanga de
10 a 15 metros de altura (SCHMUTTERER, 1990)
e prefere climas tropicais (KOCH, 1990). O Neem
foi introduzido no Brasil em 1993, na EMBRAPA-
-CNPAF (Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e
Feijao) em Goiania - GO, com o intuito de prepara-
¢do de carrapaticida para bovinos. Sabe-se que possui
uma grande concentragdo de terpendides (RAGASA
et al., 1997) e estes compostos sdo, em sua maioria,
os responsaveis pelas suas agdes terapéuticas. O ex-
trato de suas folhas teve a acao hipoglicemiante mais
potente, quando comparada a outras plantas medici-
nais em ratos normais e diabéticos induzidos por es-
treptozootocina (CHATTOPAHYAY, 1999; ALAM,;
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SIDDIQUI; HUSSAIN, 1990). Khosla et al. (2000)
confirmaram seu efeito hipoglicemiante em coelhos
diabéticos aloxanicos tratados com extratos de folhas
e o0leo das sementes da Azadirachta indica e, compa-
rando-a a glibenclamida, sugeriram que esta planta
seria benéfica no controle dos niveis glicémicos do
diabetes mellitus. Porém, Rosa et al. (2010), consi-
deraram duvidoso seu uso no controle da glicemia
de ratos diabéticos induzidos por estreptozootocina
pois, ao final do estudo, os niveis glicémicos dos
animais tratados com extratos aquoso e hidroalcoo-
lico de suas folhas foram maiores que os do grupo
controle branco diabético. Parshad; West; Gardner
(1999) encontraram melhora significativa nos pesos e
diminui¢do da mortalidade de ratos com diabetes indu-
zida por estreptozootocina tratados com extrato aquoso
do Neem, porém, nao ocorreu normalizagdo dos niveis
glicémicos. Khosla et al. (2000) observaram efeito hi-
poglicemiante do extrato das folhas e do o6leo das se-
mentes de Azadirachta indica em coelhos diabéticos
induzidos pela aloxana, tanto no grupo tratado preven-
tivamente 2 semanas antes da indu¢ao quanto no trata-
do por 4 semanas apds a indugdo, podendo ser benéfica
no controle e na prevengao do aparecimento da doenga.

Biswas et al. (2002) descreveram que o extrato
aquoso das folhas do Neem, quando fornecido oral-
mente, reduz a glicemia em ratos normais e diabéticos
induzidos experimentalmente, possivelmente devido
a presenca de um flavonoide, a quercetina. Um efeito
hipoglicémico significante também foi observado pela
alimentacdo de coelhos em jejum com dleo de Neem,
assim como, pelo extrato de folhas e dleo de semen-
tes, em coelhos normais e com diabetes induzido por
aloxano. Além disso, oferece prote¢do contra necrose
hepatica induzida por paracetamol em ratos, reduzindo
os niveis de aspartato aminotransferase sérica (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil trans-
peptidase (GGT), indicativos de danos hepaticos.

Hussain (2002) demonstrou que o tratamento
aquoso do Neem tem efeito favoravel sobre a glicemia
e tolerancia a glicose, como também reduziu os lipi-
dios séricos, o peso corporal e reverteu completamen-
te as anormalidades da retina e a inflamacao das patas
dos animais. Yanpallewar et al. (2003) relataram que
o suco fresco de folhas frescas de Azadirachta indica
inibiu a peroxidagao lipidica e preveniu a deplecao de
grupos sulfidrila nas células hepaticas induzidos por
paracetamol.

O preé-tratamento com Azadirachta indica esta-
bilizou os niveis séricos de aspartato transaminase, ala-
nina transaminase e fosfatase alcalina, que aumentam
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apos administracdo de paracetamol. As observagoes
histopatologicas dos tecidos do figado corroboraram
esses achados. Segundo Kale et al. (2003), o extrato
aquoso das folhas de Azadirachta indica previne e re-
verte o dano hepatotdxico induzido por drogas antitu-
berculares em ratos, diminuindo significativamente as
mudangas nos niveis séricos de bilirrubina, proteina,
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e
fosfatase alcalina, assim como as mudangas histologi-
cas do orgdo. Negri apud Chattopadhay® (1999) enten-
deu que o efeito hipoglicemiante do extrato das folhas
de Azadirachta indica deve-se ao bloqueio do efeito
inibitorio da serotonina, sobre a liberagdo de insulina
mediada pela glicose. Chattopadhyay; Bandyopadhyay
(2005), descreveram que a administragdo do extrato
de folhas de Azadirachta indica aumentou significati-
vamente o nivel hepatico de enzimas dependentes de
glutationa e da atividade da superoxido dismutase e
catalase, sugerindo que o efeito hepatoprotetor do ex-
trato sobre a hepatotoxidade induzida pelo paracetamol
deve-se a essa atividade antioxidante.

O diabetes mellitus ¢ um distirbio metabdlico
cronico, caracterizado por niveis elevados de glicemia
pela deficiéncia e/ou resisténcia a insulina, que afeta
aproximadamente 3% da popula¢do mundial e a tor-
na umas das doengas ndo contagiosas mais comuns. A
hiperglicemia ocorre devido ao débito hepatico altera-
do de glicose e a captagdo diminuida de glicose pelo
musculo esquelético com sintese reduzida de glicogé-
nio. Quando a reabsor¢do renal de glicose ultrapassa
o seu limiar ocorre glicostria, causando uma diurese
osmotica que leva a politria e polidipsia. A morbida-
de associada ao diabetes de longa duragdo decorre de
varias complicacdes graves, como distiirbios macro-
vasculares, microangiopatia, retinopatia, nefropatia e
neuropatia. A hipertensdo coexistente leva a lesdo re-
nal progressiva, portanto o seu tratamento diminui a
evolucdo da nefropatia diabética (RANG et al., 2004).
A maior parte das evidéncias experimentais e clinicas
disponiveis sugere que as complicagdes representam
uma consequéncia dos distirbios metabolicos, princi-
palmente da hiperglicemia. Em virtude disso, estudos
envolvendo substancias com ac¢do hipoglicemiante tor-
nam-se imprescindiveis na tentativa de proporcionar
maior conforto ao doente diabético.

No que diz respeito a indugdo do diabe-
tes mellitus, Furlan (2001) relatou que grande parte
das alteragdes que aparecem apds o tratamento com
estreptozootocina sdo decorrentes da lesdo toxica da
sobre as células B, ao se acumular nas por¢des centrais
das ilhotas pancreaticas. Seus efeitos incluem hipergli-
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cemia, aumento progressivo da glicosuria e do volume
urinario, o peso corporal dos animais tende a diminuir
e lipemia. Negri (2005), sugeriu apos revisao, que a
estreptozootocina estimula a produgdo de radicais li-
vres, o que leva a destruic@o e disjuncdo das células .
Este xenobidtico tem sido usado para induzir o diabe-
tes com concomitante deficiéncia de insulina.

O primeiro conceito sobre Homeopatia data
de 460-370 a.C. citada por Hipdcrates, que utilizou
a “Lei dos Semelhantes” em um dos seus aforismos:
“O que produz a estranguria, cura a estranguria; o que
causa o vomito, cura o vOomito; o que da febre a um
homem sdo, cura um homem que tem febre”. A Ho-
meopatia teve seu grande marco com Samuel Hahne-
mann (1755-1843), quando descobriu um processo
terapéutico cujo fundamento era a correlacao clinica
da doenca com o fendmeno da reagdo as drogas. A
palavra Homeopatia, oriunda do grego homoios = se-
melhante e pathos = doenga ou sofrimento, designa
a ciéncia terapéutica baseada na lei natural de cura
Simila similibus curentur ou “sejam os semelhantes
curados pelos semelhantes”. Representa método que
adapta a totalidade sintomatica do doente uma subs-
tancia capaz de provocar experimentalmente em in-
dividuos aparentemente sadios, porém sensiveis, um
conjunto de alteracdes que permitem confronto de
semelhanga entre este estado de doenga artificial e o
estado de doenca natural desenvolvido pelo doente.

Em defini¢ao de Demarque, o tratamento se-
gundo a lei da semelhancga estd baseado no fato de
toda substancia capaz de produzir em doses ponde-
raveis, toxicas, fisiologicas ou diluigdes impondera-
veis, no individuo sadio, porém, sensivel, um quadro
moérbido subjetivo e eventualmente objetivo ou le-
sional, serd igualmente capaz de, em doses conve-
nientes conforme o caso, curar no individuo sensibi-
lizado pela doenca um quadro moérbido semelhante,
excetuando as lesdes irreversiveis. As doses minimas
ou infinitesimais se vincularam a lei da semelhanca.
O fato das dilui¢des sucussionadas adquirirem poder
dindmico crescente fez com que os termos diluicao,
poténcia e dinamizacdo passassem a ser indistinta-
mente empregados sob o ponto de vista pratico, pois
ndo se admite em Homeopatia uma diluicdo que
ndo esteja sistematicamente complementada por su-
cussoes, numa técnica padronizada, sendo a escala
centesimal a unica de exatiddo matematica valida
em trabalhos cientificos. A descoberta do poder far-
macodindmico das doses minimas tornou as doses
ponderaveis desnecessarias, obsoletas e contra-in-
dicadas. Dose minima passou a representar um dos
fundamentos do novo método, o mais polémico até
entdo (KOSSAK-ROMANACH, 2003).
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A pesquisa sobre ultra alta dilui¢gdes e a inte-
racdo entre elas e os sistemas vivos alcangou tama-
nho nivel de qualidade e popularidade que tem sido
levada a sério pelas ciéncias ortodoxas atuais. Pelo
termo ultra alta diluigdes, entenda-se solugdes aquo-
sas ou aquoso-alcoolicas, nas quais uma substancia ¢
diluida por meio de um processo especial em que a
taxa de concentra¢ao do soluto para o solvente torna-
-se da ordem do niimero de Avogadro, ou, além disso,
(ENDLER; SCHULTE, 1994). Nas preparacdes em
ultra alta dilui¢des (UHD), uma substancia ¢ diluida
sequencialmente a 1:100 (C) e sofre sucussao a cada
passagem. A sigla CH (Centesimal Hahnemanianna)
corresponde a uma dilui¢do de 100 vezes e o nimero
que a precede corresponde ao nimero de passagens
(CARVALHO, 2000).

O conceito operacional do tratamento home-
opatico esta ligado a indu¢ao de uma sutil interferén-
cia dentro de um organismo doente. Doses diluidas
de uma substancia, a qual em uma dose mais concen-
trada pode produzir efeitos que se assemelham a um
conjunto caracteristico de sintomas de uma doenga
ou disturbio, sdo utilizadas para estimular um proces-
so de autorrecuperagdo. Esta Lei da Semelhanga im-
plica que as substancias que iniciaram os sintomas,
quando aplicadas para sistemas biologicos saudaveis,
podem tornar-se remédios para sintomas similares
em sistemas bioldgicos doentes. Organismos intac-
tos ou partes de organismos (6rgaos, células, estrutu-
ras subcelulares) tem sido muito usados em pesquisa
basica. O organismo mais comumente estudado para
elucidar os efeitos terapéuticos de substancias dilui-
das e potencializadas foi o rato (VAN WIJK; CLAU-
SEN; ALBRECHT, 2009). Em relagdo ao tratamen-
to homeopatico do diabetes mellitus, Santos (1990)
verificou a¢do hipoglicemiante da aloxana em ultra
alta dilui¢cdes em sistemas dinamizados (aloxana 6
CH) em ratos diabéticos. Rosa et al. (2010) relataram
que ratos com diabetes mellitus induzida por estrep-
tozootocina, quando tratados com estreptozootocina
6 CH mostraram, no 30° dia de tratamento, os meno-
res niveis glicEémicos em relagdo aos grupos controle
branco e diabético e aos animais que receberam ex-
tratos aquoso e hidroalcoolico de Azadirachta indi-
ca, A. Juss.

Quanto ao figado, Lenk et al. (1992) notaram
perda estrutural e da capacidade funcional do reticulo
endoplasmatico rugoso do figado de ratos com dia-
betes mellitus induzido pela estreptozootocina. Shen;
Zhag; Kaufman, (2004) narraram que o estresse no re-
ticulo endoplasmatico rugoso esta relacionado com va-
rias patologias, entre as quais o diabetes mellitus. Grin-
blat; Stoppani (1989) verificaram que a velocidade do
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fluxo de célcio foi significativamente maior nas mito-
condrias hepaticas de ratos normoglicémicos, quando
comparada a de animais hiperglicémicos estreptozoo-
tocinicos. Vanhorebeek et al. (2005) observaram, em
pacientes diabéticos tratados com insulina que foram
a Obito, hepatdcitos com mitocondrias hipertrofi-
cas, com aumento no niimero de cristas irregulares e
anormais, bem como reducao da eletrondensidade da
matriz destas organelas. Kumar; Abbas; Fausto (2005)
descreveram que no diabetes mellitus encontra-se gli-
cogénio nas células epiteliais das porcdes distais dos
tubulos contornados proximais e, as vezes, na por¢ao
descendente da alga de Henle, assim como nas cé¢lulas
hepaticas, células £ das ilhotas de Langerhans e nas
fibras musculares cardiacas. O glicogénio ¢ uma fonte
de energia presente no citoplasma de disponibilidade
imediata; e depositos intracelulares de glicogénio em
excesso sdo vistos em pacientes com anormalidade no
metabolismo da glicose ou do glicogénio, como no
diabetes mellitus.

Visto que o controle rigoroso da glicemia cons-
titui até agora a Unica esperanca de evitar as complica-
¢Oes fatais do diabetes mellitus (COTRAN; KUMAR;
ROBBINS, 2000) alguns estudos tém sido realizados
com substancias de acdo hipoglicemiante, provavel-
mente no sentido de recuperar a producao de insulina.
Neste sentido, Bolkent et al. (2000) mostraram que a
Beta vulgaris L. var. cicla (chard) pode diminuir a gli-
cemia pelo aumento da secrecdo de insulina e regene-
racao das células f do pancreas. Kaneto et al. (1999)
evidenciaram o efeito dos antioxidantes N-acetil-L-
-cisteina (NAC) e vitaminas E e C sobre a preservagao
da fungao das células beta pelo aumento de sua massa
beta nos ratos diabéticos tratados. Isso sugere supres-
sdo da apoptose dessas células.

No presente estudo, foram avaliados os efei-
tos do diabetes mellitus ¢ de substancias com ag¢ao hi-
poglicemiante sobre o figado de ratos com a doenca
induzida por injecdo de estreptozootocina, por meio
de andlise morfologica dos hepatdcitos. Foram utili-
zadas, como substancias hipoglicemiantes, os extra-
tos aquoso e hidroalcodlico de Azadirachta indica,
A. Juss e a estreptozootocina em ultra alta dilui¢cdes
em sistemas dinamizados (estreptozootocina 6 CH).

Material e Métodos

A planta Azadirachta indica, A. Juss, cultiva-
da e fornecida pela EMBRAPA-CNPAF, apos ser co-
letada, foi estabilizada em estufa, com ar circulante,
a 40°C, durante aproximadamente 72 horas e, pos-
teriormente, foi finamente dividida e tamisada (ta-
mis 40). Em seguida, foi armazenada em recipiente
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plastico a temperatura ambiente. Para a preparacao
do extrato de origem vegetal, utilizaram-se folhas
de Azadirachta indica, A.Juss (droga) dessecada
e, como insumo inerte, agua ou etanol 70% (V/V),
em uma relagdo droga/insumo inerte de 1:10 (p/V)
(10%), pelo processo de percolag@o. Na percolagdo,
colocou-se a droga vegetal dessecada, finamente di-
vidida e tamisada (tamis 40 ou 60). Adicionou-se
o liquido extrator, em quantidade correspondente a
20% do peso da droga, para umedecer o pd, em re-
cipiente adequado e bem vedado, deixando em con-
tato por 4 horas. Transferiu-se para percolador de
capacidade ideal e colocou-se volume suficiente de
liquido extrator para obtengdo da quantidade alme-
jada de tintura. Deixou-se em contato por 24 horas e
percolou-se, entdo, a velocidade de 8 gotas por mi-
nuto para cada 100g da droga. Prensou-se o residuo
(torta), misturou-se o liquido, assim obtido, com o
percolado e adicionou-se, se for o caso, quantidade
suficiente do liquido extrator (menstruo) para com-
pletar o volume. Deixou-se em repouso por 48 horas,
filtrou-se e armazenou-se adequadamente. O liquido
foi armazenado em recipiente de vidro ambar, bem
fechado, protegido do calor e da luz direta (FARMA-
COPEIA, 1988). Com esta técnica preparou-se um
extrato aquoso e um etanolico (70%) que foram utili-
zados nos grupos tratados.

Para a preparagdo de ultra alta diluicdes em
sistemas dinamizados (estreptozootocina 6 CH) uti-
lizou-se, como ponto de partida, estreptozootocina
(Sigma) e como veiculo, solugdo etanolica em di-
ferentes concentragdes (30% ou 70%). Realizou-se
100 sucussdes pelo processo de diluicdo e sucussdo
mecanicas. A sucussao foi executada por intermédio
de movimento continuo e ritmado, no sentido verti-
cal, de modo a produzir choque do fundo do frasco
contra um anteparo semirrigido. Disp0s-se sobre a
bancada 6 frascos de 30 mL para atingir a dinamiza-
¢do desejada e colocou-se em cada frasco 19,8mL de
solugdo etandlica a 70% (V/V). Acrescentou-se no 1°
frasco 0,2g de estreptozootocina, homogeneizou-se
e sucussionou-se 100 vezes em braco mecanico. Ob-
teve-se assim a 1 CH. Transferiu-se para o 2° frasco
0,2mL da 1 CH e sucussionou-se 100 vezes em brago
mecanico. Obteve-se assim, a 2 CH. Transferiu-se
para o 3° frasco 0,2mL da 2 CH e sucussionou-se 100
vezes em brago mecanico. Obteve-se assim a 3 CH.
Procedeu-se de forma idéntica para as preparacdes
subsequentes até atingir a dinamizacdo desejada (6
CH). A preparagdo 6 CH foi feita em solucao etan6li-
ca a 30% (V/V). O liquido obtido foi conservado em
recipiente de vidro ambar, bem fechado, protegido
do calor e da luz direta (FARMACOPEIA, 1988).
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Para o experimento, foram utilizados 25 ratos
machos (Rattus novergicus variedade Wistar), pesan-
do entre 200 e 250 gramas, provenientes do Biotério
Central do Campus de Botucatu — UNESP. Estes fo-
ram divididos em grupos de 5 animais, adaptados em
gaiolas no Biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, Campus de Jaboticabal — UNESP, com
temperatura controlada e ciclo de claro-escuro de 12
horas, fornecimento de ragao e agua ad libitum, duran-
te 5 dias.

Ap6s o periodo de adaptagdo, os animais fo-
ram deixados em jejum alimentar de 14 a 16 horas e
coletou-se, por meio da artéria infraorbitaria, amostras
de sangue (ImL) para a determinagao da glicemia pelo
método de King; Garner (1947), sob leve anestesia
inalatdria por éter. Em seguida, foi administrada a 20
ratos, 35 mg/kg de estreptozootocina diluida em tam-
pao citrato de sodio (pH 4,5), no seio venoso do pénis,
com os animais ainda anestesiados. Os outros cinco ra-
tos serviram como grupo controle branco. Apos cinco
dias, coletou-se sangue, como descrito anteriormen-
te, para a determinagdo da glicemia. Os animais que
apresentaram hiperglicemia foram separados em gru-
pos que receberam tratamentos orais, uma vez por dia.
Considerou-se o dia de deteccdo do diabetes mellitus
como dia zero do experimento e os niveis glicémicos
foram mensurados posteriormente no 5° ¢ 30° dia ex-
perimental.

Todos os animais foram tratados diariamente
(0,2mL/100g de peso vivo), por meio de gavagem, da
seguinte forma: os grupos controle branco e controle
branco diabético receberam agua; um grupo recebeu
extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss a 10%;
outro grupo foi tratado com extrato hidroalcoolico
(70%) de Azadirachta indica, A. Juss a 10% e o Gltimo
grupo com estreptozootocina em ultra alta dilui¢des
em sistemas dinamizados (estreptozootocina 6 CH).
Este procedimento foi realizado durante 30 dias.

No 31° dia, os animais foram sacrificados € os
figados coletados foram fixados em solucao de Bouin
por 24 horas e processados, rotineiramente, para a
inclusdo em parafina. Apds a microtomia semisse-
riada, a intervalos de 110um, os cortes histologicos,
a espessura de 7um, foram corados pela técnica da
hematoxilina e eosina (HE) e do acido periddico de
Schiff (PAS) (TOLOSA et al., 2003) e fotomicrogra-
fados com auxilio de um fotomicroscopio da LEICA
DM 5000 B. Para cada animal foram confeccionadas
cinco laminas com cinco cortes histologicos, ou seja,
25 cortes por animal.

O experimento foi realizado conforme o deli-
neamento inteiramente casualizado, com 5 tratamentos
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e 5 repeti¢oes (PIMENTEL GOMES, 2000).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Eti-
ca ¢ Bem-Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP Campus de
Jaboticabal - SP, sob o protocolo 25471/05.

Resultados e Discussao

As caracteristicas histologicas do figado dos
animais analisados estdo ilustradas nas figuras de 1
as.

Figura 1: Fotomicrografia do figado de rato macho albino Wistar,
do grupo controle branco diabético, indicando: capsula de tecido
conjuntivo denso (c), parénquima hepatico (ph) e veia centrolobu-
lar (ve). Hematoxilina — eosina, 10X.

Figura 2: Fotomicrografia do figado de rato macho albino Wistar,
do grupo tratado com extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss
a 10%, indicando no espago porta: arteriola (a), vénula (v), ducto
bilifero (db) e vaso linfatico (vl). Hematoxilina — eosina, 20X.
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Figura 3: Fotomicrografia do figado de rato macho albino Wistar,
do grupo controle branco, indicando: veia centrolobular (vc), hepa-
tocito (h) com nucleo (n) e citoplasma (c¢) e capilar sinusdide (cs).
Hematoxilina — eosina, 40X.
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Figura 4: Fotomicrografia do figado de rato macho albino Wistar,
do grupo tratado com estreptozootocina 6CH, indicando no cito-
plasma: eosinofilia (e), devido & numerosas mitocondrias, € corpos
basofilicos (¢b) correspondentes ao reticulo endoplasmatico rugo-
so. Hematoxilina — eosina, 100X.

Figura 5: Fotomicrografia do figado de rato macho albino Wistar,
do grupo tratado com extrato hidroalcodlico (70%) de Azadirachta
indica, A. Juss a 10%, indicando: granulos de glicogénio (g) cora-
dos em magenta no citoplasma dos hepatdcitos e nucleo (n) contra-
corado em azul. PAS/Hematoxilina, 40X.

Todos os animais, de todos os grupos expe-
rimentais, apresentaram caracteristicas morfologicas
normais para o 6rgao em questdo. Com alusdo ao es-
troma de sustentacao do figado (figura 1) verificou-se
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que este orgdo mostrou-se envolvido por uma cap-
sula de tecido conjuntivo denso, a capsula de Glis-
son. Os l6bulos estavam separados indistintamente,
a semelhanga dos relatos de Bacha Jr.; Bacha (2003).
Observou-se, ainda, que no parénquima hepatico, os
hepatocitos estavam dispostos radialmente no l6bulo
hepatico conforme as descri¢des de Junqueira; Car-
neiro (2008).

Em relacdo a estrutura do espago porta do fi-
gado dos animais pertencentes a todos os grupos ex-
perimentais (figura 2) verificou-se a presenga de arte-
riola, vénula, vaso linfatico e ducto bilifero apoiados
em tecido conjuntivo denso, conforme as descrigdes
de Junqueira; Carneiro (2008). Mediante este aspec-
to histologico normal do espaco porta, subentende-se
que, no periodo de tempo estudado, o diabetes melli-
tus ndo danificou as circulagdes sanguinea e linfatica,
bem como a drenagem de bile.

Com referéncia a arquitetura dos hepatocitos,
capilares sinusoéides e veia centrolobular (figura 3)
evidenciou-se que estas células formavam placas ce-
lulares direcionadas da periferia do 16bulo para o seu
centro e anastomosavam-se livremente, deixando um
espaco entre elas que estava ocupado pelos capilares
sinusodides, que conferem o aspecto sinuoso chama-
do de “labirinto hepatico” refletindo as narracdes de
Junqueira; Carneiro (2008). Estas observagdes possi-
bilitam imaginar que o diabetes mellitus, nos primei-
ros 30 dias de indu¢do desta patologia, ndo alterou a
arquitetura estrutural do 16bulo hepatico.

No que diz respeito a coloragdo do citoplas-
ma dos hepatocitos pela Hematoxilina/Eosina os re-
sultados encontrados, neste estudo (figura 4), foram
semelhantes as descricdes de Junqueira; Carneiro
(2008), no que tange a coloracdo e, supostamen-
te, fungdes desempenhadas pelas organelas. Assim,
verificou-se que estas células apresentaram basofilia
citoplasmatica formando agregados dispersos, con-
vencionalmente denominados corpos basofilicos,
que sdo correspondentes ao reticulo endoplasmatico
rugoso. Estas células também mostraram eosinofilia,
principalmente, devido ao grande numero de mito-
condrias e algum reticulo endoplasmatico liso. Desta
forma, ¢ plausivel aventar a hipotese de que o dia-
betes mellitus ndo afetou as organelas acima men-
cionadas, durante o periodo experimental; havendo,
portanto, a necessidade de estudos duradouros e
ulteriores, em casos desta patologia, haja vista que,
valendo-se de microscopia eletronica de transmissao,
Corréa (1988), Lenk et al. (1992) e Shen et al. (2004)
detectaram alteracdes no reticulo endoplasmatico ru-
goso e Grinblat e Stoppani (1989) e Vanhorebeek et
al. (2005) em mitocondrias.
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Fazendo-se mencdo ao glicogénio hepati-
co (figura 5), a analise histologica revelou que nos
animais, ora aqui estudados, os hepatocitos eviden-
ciaram afinidade tintorial ao método histoquimico
do PAS (Periodic Acid Shiff)/ Hematoxilina, a qual
detectou no citoplasma destas células a presenca de
glicogénio que, por ser polissacarideo, corou-se de
magenta e os nucleos celulares foram contracorados
de azul pela hematoxilina. Estes resultados, aliados
ao aspecto histologico normal dos hepatdcitos, estao
de acordo com Junqueira; Carneiro (2008), que des-
creveram a sintese de glicogénio a partir de glicose,
como fung¢do normal destas células. O aparecimento
deste polissacarideo no citoplasma do hepatécito se
respalda, ainda, em Kumar et al. (2005), ao relatarem
que nessa doenga encontra-se glicogénio nas células
hepaticas, além de outras células do organismo.

Somente com a analise morfologica do 6rgao,
ndo foi possivel confirmar os relatos de Biswas et al.
(2002), Yanpallewar et al. (2003), Kale et al. (2003)
e Chattopadhyay et al. (2005) quanto a prevengao de
lesdes hepaticas pelos extratos da Azadirachta in-
dica, ja que nenhum dos grupos, incluindo o grupo
controle branco diabético, apresentou sinais de de-
sordens hepatocelulares. Possivelmente, se o tempo
experimental fosse estendido, seria possivel detectar
diferengas morfoldgicas entre os grupos, pois como o
figado ¢ um o6rgdo com alta capacidade de regenera-
¢do, as lesdes causadas pelo diabetes mellitus, assim
como os efeitos das substancias testadas, talvez so
sejam passiveis de serem observadas a microscopia
de luz apos certa cronicidade da doenga. Da mesma
forma, ndo se pode confirmar que o uso da estrepto-
zootocina 6 CH tenha tido algum efeito protetor ou
curativo sobre o figado dos animais diabéticos, como
era de se esperar, considerando os relatos de Santos
(1990) e Rosa (2010), pelos mesmos motivos acima
citados.

Conclusoes

A andlise histologica dos hepatdcitos, me-
diante a coloragdo por hematoxilina e eosina, revelou
que o diabetes mellitus ndo alterou a estrutura destas
células durante os 30 dias de periodo experimental,
assim como ndo afetou a sintese € o armazenamen-
to de glicogénio hepatico, fato este evidenciado pela
coloracdo por PAS/Hematoxilina. Nao foram detec-
tadas diferengas morfologicas entre os grupos expe-
rimentais analisados, indicando que as substancias
hipoglicemiantes administradas também nao exerce-
ram nenhum efeito maléfico sobre o figado dos ani-
mais, porém nao foi possivel, apenas com a analise
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morfoldgica sob microscopia de luz, detectar algum
beneficio do uso destas substancias neste 6rgao.
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