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HISTOMORFOMETRIA DO MIOCARDIO DE RATOS DIABETICOS TRATADOS

COM AZADIRACHTA INDICA, A. JUSS!

(HISTOMORPHOMETRY OF THE MYOCARDIUM OF DIABETIC RATS

1-

TREATED WITH AZADIRACHTA INDICA, A. JUSS.)

RESUMO

Esse estudo avaliou a histomofometria dos cardiomidcitos tratados com extrato
aquoso e hidroalcoolico de Azadirachta indica a 10% e da estreptozootocina 6CH
em ratos com Diabetes mellitus induzido por estreptozootocina. Vinte ratos
Wistar albinos machos foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos, sendo
um grupo controle. Apos indugdo do diabetes com estreptozootocina, 0s animais
foram tratados durante 30 dias da seguinte forma: grupo diabético, sem
tratamento; extrato aquoso de Azadirachta indica a 10%; extrato hidroalcoolico de
Azadirachta indica a 10% e um grupo tratado com estreptozootocina 6CH. No 31°
dia, os animais foram eutanasiados e o coracdo foi fixado em solucdo de Bouin e
as seccdes semisseriadas foram coradas pela técnica da hematoxilina-eosina (HE)
e PAS/Hematoxilina. Observou-se eosinofilia no citoplasma dos cardiomidcitos
pela coloragdo com HE, o que demonstra a presenca de glicogénio no citoplasma
dos cardiomiécitos em todos os grupos. Além disso, observou-se que 0s grupos
tratados apresentaram semelhantes areas e didmetros, entretanto esses parametros
diferiram do controle. A maioria dos parametros morfométricos nos
cardiomidcitos apresentou valores inferiores nos animais diabéticos e em todos
grupos tratados. O fitoterdpico com Azadirachta indica e homeopatico com
estreptozootocina 6CH utilizados no Diabetes mellitus induzido pela
estreptozootocina ndo promove modificagdes morfométricas notaveis nos
cardiomidcitos no periodo de até 30 dias de tratamento.

Palavras-chave: coracdo, Diabetes mellitus, estreptozootocina 6CH, fator forma,

nim,Wistar.
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ABSTRACT

This study evaluates the histomorphometry of cardiomyocytes treated with
aqueous and hydro-alcoholic extracts of 10% Azadirachta indica and 6CH
streptozotocin in rats with streptozotocin-induced Diabetes mellitus. A total of 20
male albino Wistar rats were divided into five groups. After inducing diabetes by
streptozotocin injection, 16 animals were treated for 30 days as follows: 1)
diabetic-induced group was not treated; 2) group with 10% Azadirachta indica
aqueous extract; 3) group with 10% Azadirachta indica hydro-alcoholic extract;
and, 4) group with 6CH streptozotocin. On day 31%, the animals were killed and
the heart was fixed in Bouin’s solution and histological sections were stained with
Hematoxylin-Eosin (HE) and PAS/Hematoxylin. HE staining showed eosinophilia
in the cytoplasm of cardiomyocytes, demonstrating the presence of glycogen in
the cytoplasm of cardiomyocytes. Furthermore, it was observed that all treatment
groups showed areas and diameters similars, however these parameters differ
from the control. Cytoplasmic and nuclear morphometry showed that the control
group had the highest values for almost all parameters measured in
cardiomyocytes compared to other groups. The most of morphometric parameters
in cardiomyocytes showed lower values in diabetic animals and in all treated
groups. Azadirachta indica and streptozotocin 6CH used in Diabetes mellitus
induced by streptozotocin not submitted morphological changes in

cardiomyocytes.

Keywords: Diabetes mellitus, estreptozotocin 6CH, heart, form factor, neem,
Wistar

INTRODUCAO
A Azadirachta indica pertence a familia Meliaceae (VILELA, 2008). Pesquisas
recentes estdo crescendo no Brasil e no mundo (BRASIL, 2013). Na literatura,
tém sido descritas atividades antissepticas, curativas, anti-tlcera, antiinflamatoria,
antifertilidade, hipolipidémica e hepatoprotetora (MOSSINI e KEMMELMEIER,
2005). A Diabetes mellitus (DM) esta associada a cardiomiopatia, caracterizada

por alteracbes no metabolismo e desempenho cardiaco. Em ratos Wistar
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diabéticos aloxanicos, apos emprego da reacdo histoquimica pelo Acido Periodico
de Schiff (PAS), evidenciamos acUmulo acentuado de glicogénio nos
cardiomiocitos (GOMES, et al., 2008). A alteracdo predominante que ocorre no
metabolismo cardiaco no DM € a supressdo da utilizacdo de glicose e 0 uso
excessivo de acidos graxos associados ao estoque intracelular de lipidios, segundo
Ding e Rodrigues (2006). A maior intensidade da reacdo de PAS no miocérdio de
ratos diabéticos pode ser decorrente do glicogénio poupado nessa musculatura.
Segundo Jacob et al. (1999), o excesso de glicogénio pode ser maléfico para o
6rgdo ocasionando a doenca de Pompe. Entretanto, Satyanarayana et al. (2015)
relataram que o nim promove a expressdo de moléculas sinalizadoras da insulina e
no transportador de glicose citosolica (GLUT4) o que aumenta a oxidacdo do
musculo esquelético favorecendo a utilizacdo de glicose. Silva et al (2013)
verificaram que o treinamento fisico aerdbico, por oito semanas, reduziu a area
citoplasmatica, as alteragdes mitocondriais e o contetdo de coladgeno em midcitos
ventriculares dos animais diabéticos. Apesar das suas atividades terapéuticas
terem sido comprovadas com trabalhos cientificos, ndo foram encontrados dados
na literatura que relatam sua acdo benéfica em relacdo ao Diabetes Mellitus.
Acreditamos também que as analises histomorfométricas dos cardiomidcitos
trardo contribuicBes cientificas para estabelecer padrfes morfométricos que
possam ser comparaveis as possiveis alteracdes que o Diabetes mellitus venha
causar nesta célula além do efeito benefico da terapia com extratos de Azadirachta
indica A. Juss. e estreptozootocina (6CH) sobre esta enfermidade. Dessa forma,
avaliamos a histomorfometria das fibras musculares com a utilizacdo de
tratamentos embasados na Azadirachta indica, A. Juss e estreptozootocina (6CH),

em ratos com Diabetes mellitus.
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MATERIAL E METODOS
O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), com
protocolo n°® 025471-05. Foram preparados dois extratos de Azadirachta indica
A. Juss., um aquoso e outro etanolico, com as folhas do “nim” cultivadas e
fornecidas pela EMBRAPA-CNPAF (Goiania, Go), que previamente passaram
por processo de estabilizacdo a sombra, em ambiente coberto e ventilado. Apos
secagem e posterior trituracdo das folhas, preparou-se extrato etanodlico a 70%
(p/p) por percolacédo, até esgotamento do ativo, numa velocidade de 8 gotas por
minuto, e em seguida, esse foi concentrado até a obtencdo de um extrato de
consisténcia pastosa. O outro foi um extrato aquoso, utilizando a &gua destilada
para realizar a percolagdo até esgotamento do ativo, nas mesmas condicdes
anteriores, e posteriormente, o extrato aquoso foi liofilizado. A relacdo da
droga/insumo inerte foi 1:10 (p/v) (10%). As ultra-alta diluigdes foram preparadas
em sistemas dinamizados (estreptozootocina 6CH) usando estreptozootocina
(Sigma, SP) como ponto de partida e solugbes de etanol de diferentes
concentracfes (30% ou 70%) como veiculo. As diluicbes por um fator de 100
foram realizadas mecanicamente®. Foram utilizados 20 ratos albinos, machos, da
raca Wistar com peso entre 200 e 250 gramas, provenientes do Biotério Central do
Campus de Botucatu — UNESP. Estes foram divididos em cinco grupos de quatro
animais cada, adaptados em caixas no biotério, com temperatura controlada e
ciclo de claro-escuro de 12 horas, e alimentados com racdo e agua ad libitum,
durante cinco dias. Ap6s o periodo de adaptacdo, todos os animais foram
passaram por de jejum de 14 a 16 horas. Em seguida foram anestesiados com éter,
e, amostras de sangue de 1,0mL foram coletadas da artéria infraorbitaria para

determinar a glicemia - tempo zero (KING e GARNER, 1947). Em seguida, foi
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administrada a 16 ratos, 35mg/kg de estreptozootocina diluida em tampéo citrato
de sddio (pH 4,5), intravenosamente, no seio venoso do pénis, com 0s animais
ainda anestesiados para indugdo do Diabetes mellitus. Os outros quatro ratos
serviram como controle. Apos cinco dias, coletou-se sangue, como anteriormente,
para determinar a glicemia. Os animais que apresentaram hiperglicemia foram
divididos em cinco grupos, com quatro ratos cada, que receberam tratamento oral
uma vez por dia, com os diferentes extratos de Azadirachta indica, A. Juss. e com
estreptozootocina em ultra alta diluicdes em sistemas dinamizados
(estreptozootocina 6CH).

Todos os animais foram tratados diariamente, por via oral (0,2mL/100g de
animal), através de gavagem da seguinte forma: grupo controle, sem tratamento,
sO recebeu agua; controle diabético, sem tratamento, sO recebeu agua; grupo
tratado com agua associado com extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss. a
10%; grupo tratado com &gua associado com extrato hidroalcodlico (70%) de
Azadirachta indica, A. Juss. a 10% e tratamento com &gua associado com
estreptozootocina em ultra alta diluicbes em sistemas dinamizado
(estreptozootocina 6CH).

No 31° dia, os animais foram eutanasiados e o coragdo inteiro foi removido da
cavidade torécica e fixado em solucdo de Bouin durante 24 horas. Em seguida, o
material foi desidratado em série crescente de &lcool. As amostras foram
recortadas, diafanizadas em benzol e inclusas em parafina. Apos a microtomia
semisseriada, a intervalos de 200um, os cortes histologicos a espessura de 5um
foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) e PAS/Hematoxilina
(TOLOSA et al., 2003) e fotomicrografados utilizando fotomicroscépio (LEICA

DM 5000 B). Para cada animal foi confeccionada uma lamina com cinco cortes
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histoldgicos, somando-se assim, 20 cortes histolégicos para cada grupo
experimental. As analises citoplasmaticas e cariométricas foram realizadas nas
fibras musculares estriadas cardiacas transversais, medindo-se a area (um?),
perimetro (um), didmetro maximo (um), didmetro minimo (um) e o fator de
forma (FF). O FF, bem como outros parametros foram analisados em panoréamica
no programa Image Pro-Plus 4.0, Media Cybernetics Brazil, SP. O menor valor
deste fator é igual a 1, significando que a forma do citoplasma e/ou do nucleo se
assemelha a forma de um circulo. Quando este fator for maior que a unidade,
entende-se que a forma do citoplasma e/ou do ndcleo néo é circular.

O experimento foi realizado conforme o delineamento inteiramente casualizado
com cinco tratamentos e quatro repeticbes e a andlise de variancia foi avaliada
mediante procedimentos GLM do programa computacional Statistical Analysis
Systems (SAS, 1999). As médias foram obtidas por meio do teste de Tukey a 5%

de probabilidade (PIMENTEL GOMES, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

HISTOLOGIA DO CORACAO

As caracteristicas histoldgicas do coracdo de ratos machos adultos Wistar estdo
ilustradas nas figuras de 1 a 7. Os cortes histoldgicos desse 6rgdo, em todos 0s
grupos experimentais, apresentaram células musculares cardiacas com um ou dois
nucleos centralmente localizados e com pequena quantidade de glicogénio. Além
dos cardiomidcitos, verificamos a presenca das fibras de Purkinje, as quais foram
perceptivelmente maiores comparadas aos cardiomiocitos e revelaram quantidade
significativa de glicogénio em um ou dois ndcleos centralizados, a semelhanca de

Jacob et al. (1999) e Gomes et al. (2008)
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O mausculo estriado cardiaco contém numerosas mitocondrias que ocupam,
aproximadamente, 40% do volume citoplasmatico, refletindo intenso metabolismo
aerdbio desse tecido. Por outro lado, em outro trabalho, utilizando Microscopia
Eletronica de Transmissdo (GOMES et al., 2008), os autores verificaram nos
cardiomiocitos de ratos Wistar diabéticos aloxanicos, modificagbes nas
mitocondrias do grupo diabético, que foram aparentemente maiores e com
numerosas cristas, quando comparadas ao controle sem nenhum tipo de
tratamento. Essas alteragcdes mitocondriais sdo devidas ao estresse oxidativo que o
Diabetes mellitus ocasiona (SHEN et al., 2004). Desta forma, é plausivel aventar
a hipotese de que os ratos diabéticos ndo apresentaram alteracdes dessas organelas
durante o periodo experimental havendo, portanto, necessidade de estudos
duradouros e ulteriores, em casos desta enfermidade. Esses mesmos autores
afirmararam que, em caso de hipoinsulinemia, ocorre deposi¢cdo de glicogénio no
miocardio para poupar sua reserva em necessidades momentaneas (SHEN et al.,
2004). Portanto, a maior intensidade da reacdo de PAS no miocardio de ratos
diabéticos pode ser decorrente ao glicogénio preservado nessa musculatura. Esse
acumulo pode ser maléfico para o 6rgao (JACOB et al.,1999) pois a presenca do
glicogénio pode causar a enfermidade de Pompe. A cardiomegalia, hipotonia
muscular (acumulo de glicogénio na musculatura e no sistema nervoso) e
insuficiéncia cardiaca sdo sintomas possiveis desse acimulo.

Com aluséo ao glicogénio cardiaco, os cardiomiécitos (observado em todas as
figuras) dos animais apresentaram afinidade tintorial a0 método histoquimico do
PAS/Hematoxilina, observada pela coloragdo magenta do glicogénio, comum em
polissacarideos, enquanto os nucleos celulares foram contracorados de azul pela

hematoxilina. Como o glicogénio € reserva energética citoplasmatica de
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disponibilidade imediata, quando ha anormalidade no seu metabolismo ou no da
glicose, sdo observados depositos glicogénicos em excesso na forma de vacuolos
claros no citoplasma, conferindo tom rosa-violeta a este metab6lito na
musculatura estriada cardiaca (KUMAR et al., 2010).

Os tratamentos com extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss. a 10%, extrato
hidroalcodlico (70%) de Azadirachta indica, A. Juss. a 10%, e estreptozootocina
6CH foram semelhantes a coloracdo rosa-violeta evidenciada nos cardiomidcitos
do grupo diabético, entretanto, mostraram coloracdo mais intensa que aos
cardiomidcitos do grupo controle, corroborando com as afirmac6es de Jacob et al.
(1999) e Gomes et al. (2008) e contrariando as afirmacGes de Satyanarayana et al.

(2015).

MORFOMETRIA

Os parametros de didametro méximo (um) e area (um32) indicada na Tabela 1
revelaram que houve diferenca (p<0,05) entre os tratamentos controle; diabético;
extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss. a 10%; extrato hidroalco6lico
(70%) de Azadirachta indica, A. Juss. a 10% e estreptozootocina, 6CH). O
perimetro (um), por sua vez, nao diferiu significativamente (p>0,05) entre 0s
tratamentos.

Em relacdo a area, observamos diferenca significativa na comparagdo entre o
grupo controle e estreptozootocina (6CH) (p<0,05). Os demais grupos
experimentais ndo diferiram entre si, (p>0,05). No caso do didmetro maximo foi
observada diferenca (p<0,05), na comparacdo entre o grupo controle e o tratado
com extrato aquoso (70%) de Azadirachta indica, A. Juss. a 10% e grupo

estreptozootocina (6CH). Os demais grupos experimentais tratados ndo diferiram
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entre si, (p>0,05). Com referéncia ao perimetro, diametro minimo e ao fator
forma, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os grupos controles e os demais grupos
experimentais.

O grupo controle apresentou 0s maiores valores médios na maioria dos
parametros analisados no citoplasma, comparado aos demais grupos
experimentais, excetuando-se o FF cujo maior valor médio foi encontrado no
grupo tratado com extrato hidroalcoolico (70%) de Azadirachta indica, A. Juss. a
10%.

Os resultados indicados na Tabela 2, referentes aos pardmetros mensurados no
ndcleo dos cardiomidcitos de ratos machos albinos Wistar, revelaram que houve
diferencas significativas entre os tratamentos (controle, diabético, grupo tratado
com extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss. a 10%, extrato hidroalcoolico
(70%) de Azadirachta indica, A. Juss. a 10% e grupo tratado com
estreptozootocina (6CH). Estas diferencas foram avaliadas nas probabilidades de
1% para o didmetro maximo (um) e de 5% para a area (Um?), perimetro (um) e
didmetro minimo (um). Porém, o fator forma ndo diferiu (p>0,05) entre os
tratamentos. Comprovaram-se diferencas (p<0,05) entre os valores médios do
didmetro méximo no controle e diabético com os grupos tratados com extrato
hidroalcodlico (70%) de Azadirachta indica, A. Juss. a 10% e estreptozootocina
6CH. Os demais grupos experimentais tratados ndo diferiram entre si, (p>0,05).

O grupo controle apresentou, na maioria dos parametros analisados no nudcleo dos
cardiomiocitos, os maiores valores médios, excetuando-se os diametros maximo e
minimo, cujos maiores valores foram encontrados no controle diabético, assim
como o FF que apresentou o maior valor medio no grupo tratado com extrato

aquoso (70%) de Azadirachta indica, A. Juss. a 10%.
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Os resultados morfométricos revelaram que o grupo sem nenhum tratamento
prévio, apresentou os maiores valores para a maioria dos pardmetros analisados no
citoplasma e nuacleo dos cardiomidcitos. Sugere-se que os tratamentos ndo
favoreceram a contratilidade cardiaca, diferente de Silva et al. (2006) que
observaram maior amplitude de contratilidade e aumento do volume de
cardiomidcitos em ratos Wistar diabéticos que praticaram natag&o.

Desta forma, acreditamos que o tratamento fitoterdpico mediante o uso do extrato
aquoso de Azadirachta indica, A. Juss. a 10% e do extrato hidroalco6lico (70%)
de Azadirachta indica, A. Juss. a 10% ndo proporcionou modificacbes nas
dimensdes dos parametros analisados no citoplasma e nacleo dos cardiomidcitos.
O extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss. a 10% ndo aumentou as
dimensdes do citoplasma e ndcleo destas células quando comparado ao controle
diabético, excetuando-se o fator forma que, provavelmente, ndo interfere nas
dimensdes celulares. O extrato hidroalcodlico (70%) de Azadirachta indica, A.
Juss. a 10% aumentou discretamente apenas o perimetro, didmetro minimo e o FF
do citoplasma dos cardiomidcitos. Em relacdo ao nicleo, o nim ndo promoveu
aumento nos parametros analisados. No que diz respeito ao tratamento
homeopéatico com estreptozootocina (6CH), também notamos que os valores
médios, na maioria dos parametros analisados no citoplasma e nucleo dos
cardiomiocitos foram inferiores ao grupo diabético, excetuando-se apenas o

didmetro minimo e o fator de forma do citoplasma.

CONCLUSOES
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A Azadirachta indica, A. Juss. aclimatada no Brasil e o tratamento homeopatico
tanto com o extrato aquoso como o hidroalcodlico de estreptozootocina (6CH)
utilizados em ratos diabéticos induzidos pela estreptozootocina ndo modificam o
perimetro celular e as reservas de glicogénio nos cardiomidcitos. Além disso, o
extrato liquido ou hidroalcdolico proporcionam resultados semelhantes na
histologia cardiaca. A manutencdo das dimensdes das fibras musculares estriadas
cardiacas demonstra que o fitoterapico com Azadirachta indica A. Juss.
aclimatada no Brasil e homeopatico com estreptozootocina (6CH) utilizados no
Diabetes mellitus ndo interferem na histomorfometria cardiaca em um periodo de
30 dias de tratamento. Estudos futuros e com tempo maior de tratamento,
possivelmente permitirdo detectar alteracfes nos cardiomidcitos, utilizando-se
técnicas mais acuradas, tais como microscopia eletrbnica de transmissdao ou

confocal.
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FIGURA 1. Fotomicrografia, em corte transversal, do coracdo de rato macho albino Wistar,
do grupo controle, indicando: granulos de glicogénio () corados em magenta no citoplasma

(c), nucleo contracorado em azul (n) e fibras de Purkinje ricas em glicogénio (gg).
PAS/Hematoxilina, 40X.

FIGURA 2. Fotomicrografia, em corte transversal, do coracdo de rato macho albino
Wistar, granulos de glicogénio (=) corados em magenta no citoplasma (c), nucleo
contracorado em azul (n) e fibras de Purkinje ricas em glicogénio (gg).
PAS/Hematoxilina, 40X.




FIGURA 3. Fotomicrografia, em corte transversal, do cora¢do de rato macho albino
Wistar, do grupo tratado com extrato aquoso de Azadirachta indica, A. Juss a 10%,
indicando: granulos de glicogénio () corados em magenta no citoplasma (c) e nucleo

contracorado em azul (n). PAS/Hematoxilina, 40X.

FIGURA 4 — Fotomicrografia, em corte transversal e longitudinal, do coracdo de rato
macho albino Wistar, do grupo tratado com extrato aquoso de Azadirachta indica, A.
Juss a 10%, indicando: citoplasma (c) rico em granulos de glicogénio (gg) corados em
magenta nas fibras de Purkinje em azul e nucleo contracorado em azul (n).
PAS/Hematoxilina, 40X.
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FIGURA 5- Fotomicrografia, em corte transversal, do coragdo de rato macho albino
Wistar, do grupo tratado com extrato hidroalcodlico (70%) de Azadirachta indica, A.
Juss a 10%, indicando: granulos de glicogénio () corados em magenta no citoplasma
(c) dos cardiomiocitos e fibras de Purkinje ricas em glicogénio (gg) e nucleo
contracorado em azul (n). PAS/Hematoxilina, 40X.

FIGURA 6. Fotomicrografia, em corte transversal e longitudinal, do coracdo de rato
macho albino Wistar, do grupo tratado com extrato hidroalco6lico (70%) de Azadirachta
indica, A. Juss a 10%, indicando: granulos de glicogénio () corados em magenta e
nucleo contracorado em azul (n). PAS/Hematoxilina, 40X.



FIGURA 7. Fotomicrografia, em corte transversal e longitudinal, do coracdo de rato
macho albino Wistar, do grupo tratado com estreptozootocina, indicando: granulos de
glicogénio () corados em magenta no citoplasma (c) dos cardiomidcito e fibras de
Purkinje ricas em glicogénio (gg) e nucleo contracorado em azul (n). PAS/Hematoxilina,

40X.



Tabela 1. Médias e desvio padrdo dos parametros morfométricos do citoplasma de

cardiomidcitos de ratos machos albinos Wistar dos grupos controle e diabéticos tratados

com extrato aquoso e hidroalcodlico de A. indica, A. Juss. e estreptozootocina 6CH

) Perimetro Diametro Diametro Fator
Tratamento Area (um?)* (um) maximo minimo Forma
(Um)** (um)

Controle 205,64 + 19,357  46,09+2,85" 16,28+1,04"7 10,02+1,38" 0,84 +0,038"
Diabético 190,51 +17,93 ™ 4298 +2667 14,60+0,93" 826+1,14" 0,78+0,035
Extrato Aquoso 171,35+16,12 ™  41,20+255" 13,99+0,89* 7,96+1,09" 0,800,036
Extr. Hidroalcéolico 178,37 +16,78 ™  4319+267" 14,38+0,91™" 833+1,15" 0,85+ 0,038"
Estreptozootocina 167,56 +15,77+ 4167+258" 13,99+089* 880+1,21" 0,84 +0,038"

6CH

Meédias seguidas de simbolos diferentes nas colunas diferem significativamente entre si
pelo Teste de Tukey a 1% e 5% de probabilidade. P<0,05; **P<0,01



Tabela 2. Médias e desvio padrdo dos parametros morfométricos no ndcleo de

cardiomidcitos de ratos machos albinos Wistar dos grupos controle e diabéticos tratados

com extrato aquoso e hidroalcodlico de A. indica, A. Juss. e estreptozootocina 6CH

< Perimetro Diametro Diametro Fator
Tratamento Area (um?)* méaximo c

(um) (Lm)** minimo (um)  forma
Controle 13,96 + 2,847 14,17 +1,39"  4,42+0,33"7  3,34+0,40"7 1,20 + 0,06
Diabético 13,43 +2,73" 14,02+1,377  4,43+0,33" 3,36+040" 1,22+0,06
Extr. Aquoso 11,02 £ 2,24 12,68 +1,24" 384+0,28" 268+0,32" 1,23+0,06
Extr. Hidroalcéolico 9,48 + 1,93 11,66 +1,14"  3,62+0,27¢ 2,70+0,337 1,18 +0,06
Estreptozootocina 9,80 + 1,99¢ 11,87+1,16" 3,75+028" 272+033" 1,21+0,06

6CH

Meédias seguidas de simbolos diferentes nas colunas diferem significativamente entre si
pelo Teste de Tukey a 1% e 5% de probabilidade. P<0,05; **P<0,01



