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RESUMO

A Azadirachta indica é uma espécie pertencente a familia Meliaceae, foi introduzida no Brasil
em 1984, e encontra-se hoje em quase todas as regides do pais. Possui varias atividades ja
descritas na literatura, entre elas destaca-se a atividade antibacteriana, antifungica, anti-
inflamatoria e hepatoprotetora, além do seu potencial tdxico para insetos, o que torna sua
utilizacdo como pesticida amplamente difundida. Porém hé poucos estudos que comprovem seu
grau de toxicidade para animais vertebrados. Por esta razdo, o presente trabalho tem por
objetivo avaliar o perfil toxicoldgico do extrato aquoso de Azadirachta indica na dose de 2.000
mg/kg. Para isso, 16 Rattus norvegicus, linhagem Wistar machos foram distribuidos em dois
grupos experimentais: grupo tratado e grupo controle. Ao grupo controle foi administrado o
veiculo de diluicdo do extrato, a 4gua. J& o grupo tratado, foi submetido a dose Unica de
2000mg/kg do extrato aquoso de Azadirachta indica, por via oral. Ap6s o periodo experimental,
foram realizadas analises hematoldgicas, bioguimicas, analise comportamental, avaliacdo de
peso, mortalidade, ingestdo de agua e racdo, como também avaliacdo histopatoldgica dos rins
e figado. Os resultados ndo mostraram alteracBes nos parametros comportamentais, de
mortalidade, ganho de peso, nem diferencas quanto ao consumo. J& as analises sanguineas
apresentaram aumento em hemoglobina, leucécitos, AST, ALT, FA e creatinina. Através das
analises histopatoldgicas detectou-se alteracdes significativas no figado que apresentou
vacuolizacdo nos hepatocitos e nos rins com acentuada congestdo dos vasos sanguineos do
intersticio renal. Portanto, conclui-se que o extrato aquoso de A. indica apresentou alteracOes
sugerindo nefrotoxicidade e hepatotoxicidade quando administrado por via oral na dose de
2.000 mg/kg.

Palavras-Chave: extrato de neem; plantas toxicas; Azadirachta indica.



ABSTRACT

Azadirachta indica is a species belonging to the Meliaceae family, was introduced in Brazil in
1984, and is now found in almost all regions of the country. It has several activities already
described in the literature, among them the antibacterial, antifungal, anti-inflammatory and
hepatoprotective activity, in addition to its toxic potential for insects, which makes its use as a
pesticide widely spread. However, there are few studies that prove its degree of toxicity for
vertebrate animals. For this reason, the present work aims to evaluate the toxicological profile
of the agqueous extract of Azadirachta indica at a dose of 2.000 mg/kg. For this, 16 Rattus
norvegicus, male Wistar strains were distributed in two experimental groups: treated group and
control group. The control group was administered the extract dilution vehicle, water. The
treated group was submitted to a single dose of 2000mg/kg of aqueous extract of Azadirachta
indica, orally. After the experimental period, hematological, biochemical, behavioral analysis,
weight assessment, mortality, water and food intake, as well as histopathological assessment of
the kidneys and liver were performed. The results showed no changes in behavioral parameters,
mortality, weight gain, or differences in consumption. Blood tests showed an increase in
hemoglobin, leukocytes, AST, ALT, FA and creatinine. Through histopathological analysis,
significant changes were detected in the liver, which showed vacuolization in hepatocytes and
in the kidneys with marked congestion of blood vessels in the renal interstitium. Therefore, it
is concluded that the aqueous extract of A. indica showed alterations suggesting nephrotoxicity
and hepatotoxicity when administered orally at a dose of 2.000 mg/kg.

Keywords: neem extract; toxic plants; Azadirachta indica
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Diversas espécies vegetais possuem, em um ou mais de seus 0rgaos, substancias que
podem ser usadas para fins terapéuticos. Por tal motivo, as plantas tém desempenhado um

importante papel no tratamento de diferentes doencas. (DOUGHARI, 2012).

A Azadirachta indica (Neem) é uma planta pertencente a ordem dos Rutales, subordem
Rutinaea, familia Meliacea, subfamilia Mlioideae, género Azadirachta. E uma arvore milenar,
nativa da India, introduzida no Brasil em 1984, e encontra-se hoje em quase todas as regides do
pais (GUMIERO, 2008). Adapta-se bem a solos de baixa fertilidade, baixos teores de fosforo,

calcio, magnésio, potassio e zinco, de matéria organica (FORIM, 2006).

A Azadirachta indica é conhecida por seu amplo espectro de compostos com interesse
bioldgico e farmacoldgico. Estes incluem, atividades antibacterianas, antivirais, antioxidante,
anti-inflamatorias, cicatrizantes e alguns compostos de neem também sdo usados como
inseticidas, herbicidas (FERNANDES, 2014; NAIK,2014; SINGH, 2014; FIGUEIREDO et
al.,2002; SILVA, 2020).

Embora varias partes do neem tenham um uso extensivo em sistemas tradicionais da
medicina, a mensuracdo da toxicidade de seus compostos naturais é crucial antes de sua
aplicacdo como droga terapéutica (PATEL, 2016). Para tanto, é imprescindivel realizar as
analises bioquimicas, como também caracterizar as possiveis alteracdes histopatoldgicas,

objetivando proporcionar uma maior seguranca em sua utilizacdo no tratamento em animais.
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2 CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA
2.1 0 USO DE FITOTERAPICOS

Ha milhares de anos, o homem vem utilizando os recursos da flora no tratamento de
diversas patologias. Encontram-se diversos relatos da utilizagdo de plantas com finalidades
terapéuticas desde a antiguidade, a exemplo da obra Pen Ts'ao do chinés Shen Nung, datada
por volta de 3.000 a.C (TYLER, 1996).

Foi através da observacdo e da experimentacdo pelos povos primitivos que as
propriedades terapéuticas de determinadas plantas foram sendo descobertas e propagadas de
geragdo em geracédo, fazendo parte da cultura popular. Mesmo com o desenvolvimento de
industrias farmacéuticas e dos farmacos sintéticos, as plantas medicinais permaneceram como

forma alternativa de tratamento em varias partes do mundo (TUROLLA, 2006).

Fatores como a riqueza de espécies vegetais e biomas no Brasil, o facil acesso a
diversidade de plantas e a compatibilidade cultural sdo de extrema relevancia para o progresso
no uso dos medicamentos fitoterapicos, implicando na ampla utilizacdo de plantas com fins

terapéuticos, conferindo assim um excelente custo-beneficio para tal pratica (PEREIRA, 2015).

O levantamento do uso de plantas no tratamento de enfermidades permite conhecer as
suas propriedades terapéuticas e as reacdes toxicas associadas ao consumo inadequado e/ou
exagerado (AMOROZO, 2002; SILVA et al., 2014). O reconhecimento da importancia de
plantas para o desenvolvimento de farmacos modernos e com proposta terapéutica de maior
eficécia, foi oficializado através do langamento da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, com abrangéncia nacional, e aprovada por meio do Decreto N° 5.813 em 22 de
junho de 2006, o qual estabelece diretrizes para o desenvolvimento de a¢des voltadas a garantia
a0 acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006).

Apesar da sua eficadcia comprovada e baixo custo operacional, a fitoterapia ndo
apresenta aplicacdo uniforme em todo o pais, além de ser um tema muitas vezes desconhecido
pelos profissionais de saude. As dificuldades surgem ja no entendimento correto da diferenca
entre medicamentos fitoterapicos e plantas medicinais, cujos conceitos sdo confundidos tanto
pela populacdo quanto pelos profissionais (ESTEVES, 2020).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as plantas
medicinais sdo aquelas utilizadas pela populacdo com finalidade terapéutica, cuja eficacia vem

sendo comprovada por estudos quimicos e farmacoldgicos. J& os medicamentos fitoterapicos
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sdo obtidos pela extracdo de matérias-primas vegetais ativas, que passam por processo de
industrializacdo e apresentam eficacia baseada em evidéncias clinicas (BRASIL, 2010).

Na medicina veterinaria, tornou-se comum a utilizacdo de plantas medicinais para o
tratamento de enfermidades, principalmente na zona rural. E a utilizacdo desses produtos
naturais vem tornando-se cada vez mais ampla e tem conquistado espaco e interesse na industria
farmacéutica, como fontes estimulantes para novas moléculas com propriedades
farmacologicas e quimicas Unicas (NABI et al., 2013; CABRAL,2020).

No entanto, sabe-se que muitas plantas medicinais apresentam substancias que podem
desencadear reacOes adversas, seja por seus proprios componentes, seja pela presenca de
contaminantes ou adulterantes presentes nas preparagdes (TUROLLA,2006). Evidenciando
cada vez mais a importancia de estudos de toxicidade, assim como um rigoroso controle de
qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extragdo dos seus constituintes, até a elaboracdo do

medicamento final.

2.2 ESTUDO DE TOXICIDADE

Os estudos de toxicidade s&o utilizados para investigar o perfil de seguranca do
composto estudado, como também fornecem informacdes importantes sobre a absorcéo,

distribuicdo, metabolismo e excrecdo (DIAS,2015).

Em plantas medicinais, o estudo de toxicidade é extremamente necessario, visto que
estas ndo estdo isentas dos efeitos toxicos e indesejaveis. A maioria das plantas consumidas no
Brasil apresentam pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacologicas,
tornando arriscado 0 uso desses compostos, ja que podem conter substancias téxicas ao
organismo (CASTRO, 2006).

A toxicidade das plantas medicinais € um problema de saldde publica, visto que ha
escassez de pesquisas e fragilidade nas normas brasileiras para o comércio destes produtos
(VEIGA, 2005). Diversos fatores influenciam na toxicidade da planta, como sua contaminagéo
por microrganismos, pesticidas, contaminagdo por metais pesados, a estacdo do ano que foi
colhida, diferentes processos de extracdo e até mesmo identificacdo boténica errénea, além de
possuirem um potencial na producéo de metabdlitos secundarios que pela inalacao, ingestdo ou
contato podem causar alteragdes patoldgicas em humanos e animais e, em alguns casos, pode

levar a sérios distdrbios no organismo e até mesmo o 6bito (LIMA, 2009).


https://toolbox.eupati.eu/glossary/toxicidade/?lang=pt-pt
https://toolbox.eupati.eu/glossary/absorcao/?lang=pt-pt
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A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, publicada através do Decreto
n°5.813 em 22 de junho de 2006, apresenta nas suas diretrizes o incentivo ao desenvolvimento
e a pesquisa no que se refere ao uso de plantas medicinais e fitoterdpicos que possam ser
disponibilizados com eficacia, seguranca e qualidade a populacdo, dando prioridade a
biodiversidade do pais (BRASIL, 2006; CARVALHO et al., 2007). Uma vez implementada a
politica, tornam-se necessarios estudos toxicologicos pré-clinicos para oferecer aos
pesquisadores seguranca em relacdo as doses em que aparecem efeitos toxicos em animais de
laboratério (CASTRO, 2006).

A avaliacdo da toxicidade € realizada com a finalidade de determinar o potencial de
substancias em causar danos frente ao organismo. Através de alguns testes, é possivel avaliar e
classificar substancias conforme a letalidade ou toxicidade, além de evidenciar o potencial

toxico em orgaos especificos (NUNES,2015).

Em 2010, a ANVISA langou um guia para orientacdo de estudos ndo clinicos de
seguranca durante o desenvolvimento de medicamentos. No guia, estdo incluidos estudos de
toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidas (também denominada dose subaguda)
reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local e outros estudos de interesse na avaliagdo da
seguranga farmacoldgica e toxicocinética (BRASIL, 2010).

De acordo com VALADARES (2006), a toxicidade aguda é aquela em que os efeitos
toxicos em animais sdo produzidos a partir de uma dose Unica ou multiplas doses do agente
toxico em um periodo de 24h. A observacao dos efeitos se da até 14 dias apos administracdo
do agente toxico. Sdo avaliados: parametros comportamentais, mortalidade, variagdes de peso

corporal e ingestdo de ragdo, andlises hematoldgicas e bioquimicas (Figura 1).
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Figura 1: Parametros avaliados no estudo de toxicidade aguda.
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Fonte: SILVA, 2022.

Segundo o Guia da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD 423), as doses fixas administradas devem estar entre 5 e 2000 mg/kg/dia, por via oral
(v.0), e devem ser utilizados 3 animais por dose. Nesse caso, ndo ¢ exigido o calculo da DL50,

ja que o método possui grande precisdo estatistica. (BRASIL, 2010)

Os ensaios de toxicidade subaguda ou também denominados doses repetidas, podem
durar de 28 a 90 dias, estabelecem-se niveis aos quais ndo sdo observados efeitos toxicos,
identificam-se e caracterizam-se 0rgéos afetados, severidade apos exposicao repetida e reversdo
dos efeitos toxicos (OGA; CAMARGO; BASTIUZZO, 2008). Normalmente sdo utilizadas trés
doses, onde a mais alta é eleita com a expectativa de produzir efeitos observaveis, porém nédo

pode acarretar morte ou sofrimento (BRASIL, 2010).
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2.3 MELIACEAE

A familia Meliaceae é composta por arvores e arbustos, suas folhas sdo compostas,
alternas, pinadas, sem estipulas e as vezes com pulvinos na base. As flores sdo bissexuadas,
possuem estaminodios e pistilodios bem desenvolvidos. Os frutos sé@o capsulas loculicidas,
septifragas ou raramente drupas (STEFANO,2015).

Uma caracteristica de destaque encontrada na maioria das meliaceas, é o tubo floral
desenvolvido, que ocorreu de forma adaptativa, e é formado pela conexdo dos filamentos. As
adaptac6es ampliam-se nos modos de dispersdo de sementes e de polinizagdo. Abelhas e
mariposas sdo os principais polinizadores das pequenas flores nectariferas de Meliaceae
(FLORES,2020).

A familia Meliaceae representa cerca de 550 espécies em 50 géneros. Géneros com
drupas ou capsulas e/ou sementes coloridas sdo dispersas por aves e mamiferos (incluindo
morcegos). Sementes aladas (como em Swietenia e Cedrela) sdo dispersas pelo vento. A
reproducéo ocorre sexuadamente, nas plantas didicas e monadicas, onde a unido do gréo de pélen
(célula masculina) ao 6vulo (célula feminina) dara origem a semente. A polinizacdo cruzada é
promovida pela presenca de flores unissexuais com a ajuda de agentes polinizadores.
(FLORES,2020).

Entre as espécies arboreas estdo algumas de valor econdmico. Dentre estas, algumas
espécies merecem destaque por produzirem madeira de boa qualidade, valorizada na fabricacdo
de mdveis, instrumentos musicais, acabamentos de interiores e constru¢des navais, como o
mogno (Swietenia macrophylla) e o cedro-branco (Cedrela fissilis). Outra espécie bem
importante é a arvore neem (Azadirachta indica), que produz uma resina antisséptica usada

medicinalmente e na producéo de pasta de dente, sabonetes e lo¢cbes (MUELLNER et al., 2003).

2.4. Azadirachta indica

A Azadirachta indica é uma planta que pertence a ordem dos Rutales, subordem
Rutinaea, familia Meliacea, subfamilia Melioideae, género Azadirachta e espécie Azadirachta
indica (Tabela 1). E uma arvore milenar, nativa da india e possui varios nomes comuns em todo
o mundo: na india pode ser chamada neem, nim, limba; na Australia neem; nos Estados Unidos
neem; na Africa nim, babo, yaro e marrango; em Portugal nim e margosa; e no Brasil nim ou
neem (UCHEGBU, 2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81rvore
https://pt.wikipedia.org/wiki/Est%C3%ADpula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Flor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fruto
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1psula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Poliniza%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mariposas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aves
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cedrela
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81rvore
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cedrela_fissilis
https://pt.wikipedia.org/wiki/Azadirachta_indica
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Tabela 1: Classificagdo taxondmica do Neem (Azadirachta indica).

Classificacdo Taxonémica do Neem

Ordem Rutales
Subordem Rutinaea
Familia Meliaceae
Subfamilia Melioideae
Género Azadirachta
Espécie Azadirachta indica

Fonte: UCHEGBU,2011.

No Brasil a espécie foi introduzida em 1984, e encontra-se hoje em quase todas as
regides do pais (GUMIERO, 2008). Adapta-se bem a solos de baixa fertilidade como os solos
de cerrado que apresentam pH acidos, baixos teores de fosforo, calcio, magnésio, potassio e
zinco, baixos teores de matéria organica e baixa capacidade de troca cationica (FORIM, 2006).

A figura 2 mostra a distribuicdo geografica das areas naturais e plantadas de neem no mundo.

Figura 2: Distribuicdo Geografica da Azadirachta indica no mundo.

m Exo6tica m Nativa

Fonte: OLIVEIRA, 20109.

Cresce bem em areas de clima tropical e subtropical, o porte da arvore (Figura 3) pode
variar de 15 a 20 m de altura, com tronco semireto de 30 a 80 cm de didmetro, relativamente
curto e duro, com coloragdo marrom avermelhada. O didmetro da copa varia de 8 a 12 m

podendo atingir 15 m em arvores isoladas (MOSSINI, 2005).
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Figura 3: Arvore da Azadirachta indica (Neem).
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Fonte: Digital Herbarium of Crop Plants.
Acesso em: 09/02/2022

A Azadirachta possui folhas verdes durante todo o ano, as mesmas sao alternadas,
glabras (sem pelos) e de consisténcia membranacea, com bordos irregulares, sendo usualmente
empregadas no controle de pragas, a exemplo da mosca branca (Bemisia tabaci), mosca
minadora (Liromyza sativae), traga das cruciferas (Plutella xylostela) e lagartas em geral. Seus
frutos (Figura 4) séo lisos, elipsoides, com 1,5 por 2 cm de comprimento de cor amarelada com
uma polpa doce envolvendo as sementes, que sdo compostas por uma casca e um ou mais
carocos (IAC, 2021).

As flores da Azadirachta (Figura 4) sdo numerosas e pequenas, de coloracao branca ou
de cor creme e reunidas em inflorescéncias densas, de cerca de 25 cm de comprimento,
encontrando-se tanto flores masculinas como hermafroditas na mesma planta (IAC, 2021). Ja
as raizes penetram profundamente no solo, o que lhe proporciona uma melhor absorgdo de

nutrientes, proporcionando um melhor desenvolvimento.

Figura 4: Partes da arvore do Neem: A: Frutos, B: Folhas e C: Flores

Fonte: Digital Herbarium of Crop Plants.
Acesso em: 09/02/2022
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O neem possui capacidade de produzir uma expressiva variedade de compostos
bioativos que promovem protecdo contra diversas pragas. Esses compostos, de forma geral,
pertencem a classe dos produtos naturais conhecidos por triterpenos, mais especificamente
limonoides (MACIEL et al., 2010). Os limondides sdo 0s maiores representantes da classe dos
terpenos com atividade inseticida, sendo conhecidos como meliacinas por ter o sabor amargo
(RIBEIRO et al., 2008).

Diferentes fitoquimicos como quercetina, azadiractina, nimbina, nimbinina e nimbidina
foram purificados das diferentes partes da planta, sendo a Azadiractina (Figura 5) o principal
principio ativo encontrado no neem (RAHMANI,2018). Todos esses constituintes foram
relatados ndo tendo somente uma complexidade quimica, como também uma atividade
bioldgica comprovada (BITTENCOURT, 2006; SCHUMACHER, 2011).

Figura 5: Estruturas da Azadiractina de Azadirachta indica (familia Meliaceae)

0

Fonte: GANGADHARA et al. (2009).

2.5 UTILIZACAO E INDICACOES

A madeira do neem é bastante utilizada para a construcdo de ferramentas, brinquedos e
até mesmo estétuas religiosas em algumas partes da india (BITTENCOURT,2009). Devido a
sua resisténcia ao ataque de insetos, pode ser utilizada como postes de rede elétrica, palanques
para cerca, vigas para construcdo civil e na fabricacdo de moveis (SAXENA, 2001). Também
pode ser utilizado na fabricacdo de xampus, condicionadores, 6leo para cabelos, tdnico capilar
e unha, sabonetes, pasta dental e filtro solar (BITTENCOURT,2009; CPT, 2021; OSI, 2021).
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E utilizada no setor madeireiro para fabricacdo de moveis, mourdes, estacas, esteios,
ripas, caibros e utensilios domésticos, pois sua madeira é bastante resistente a cupins devido as
suas propriedades inseticidas. Também é muito utilizada para arborizacdo em pracas e ruas. No
campo, utiliza-se como quebra-vento e para sombreamento (FONTENELE, et al. 2020).
Adicionalmente, possui importancia na producdo de produtos quimicos e industriais, podendo

ser fonte de renda para agricultores que residem em pequenas propriedades.

O neem indiano podera tornar-se um dos principais insumos no cultivo de produtos
organicos, pois possui enorme potencial para auxiliar pequenos e médios produtores a obter
uma fonte de renda alternativa, assim como proporciona uma diversidade de utilizacdo e
beneficios (BITTENCOURT,2009). A Azadirachta indica pode ser indicada para fins
medicinais desde a raiz até a sua copa. Para tanto, utiliza-se diferentes partes da planta: folha,
casca, raiz, semente e flores, as quais ja demonstraram importantes atividades bioldgicas
(RAHMANI, 2018).

2.5.1 Atividade Antioxidante
SITHISARN, et al. (2005) avaliou a atividade antioxidante do extrato aquoso das folhas

e do extrato etanolico das flores e cascas do caule. Neste estudo, os extratos demonstraram alta
atividade antioxidante. GUIMERAY, et al. (2009) em estudo comparativo, observou que a
casca possuia contetdos fendlicos mais complexos do que as folhas, tendo assim, maior

atividade antioxidante.
2.5.2 Propriedades Cicatrizante

As propriedades cicatrizantes das folhas de neem sdo conhecidas desde 0s tempos
antigos. SINGH (2014) avaliou os efeitos do 6leo de neem no tratamento de feridas cronicas
que ndo cicatrizavam, ap0s 8 semanas de tratamento, 50% de cicatrizacdo de feridas foi
observada em quase 44% dos pacientes. CHUNDRAN (2015), também utilizou o extrato
aquoso de folhas de neem para verificar as atividades de cicatrizagdo de feridas, e uma reducéo
significativa nas feridas de maior diametro foi observada. Segundo BRASIL (2013), o0 6leo e a
pomada a base de neem sdo utilizados para cicatrizacéo, assepsia de ferimentos e tratamento de

sarnas em cées e gatos.
2.5.3 Utilizacdo na Saude Bucal

Na india e na Africa, milhdes de pessoas usam pequenos galhos de neem como escova

de dente. Estudos recentes comprovam que infecgdes odontologicas estdo sendo tratadas
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utilizando-se tradicionalmente componentes isolados de partes do neem (ARAUJO et al.,
2010). Dentistas tém aprovado esta pratica por acreditarem que ela realmente previne o
aparecimento de doencas perioddnticas (SOARES et al., 2006). O extrato de neem €é rico em
compostos antimicrobianos, que podem ser potencialmente Uteis para controlar patégenos de
origem alimentar e outros organismos deteriorantes (MAHFUZUL, 2007).

2.5.4 Acdo Antiviral e Antimicrobiana

O neem indiano € uma planta medicinal conhecida por suas propriedades anti-
inflamatdrias, antialérgicas, antitumorais, entre outras (SILVA, 2020). Segundo Sarkar et al.,
(2020), nota-se também a potente atividade antiviral por diversos mecanismos distintos, seja
desregulando a expressdo de proteinas virais in vitro, inibindo a ligacdo entre o virus e o
hospedeiro, fusdo célula-célula, a disseminacdo viral, replicacdo viral ou regulando
negativamente os transcritos dos genes N e S virais, assim como a sintese viral da proteina N.
KHAN (1986), verificou a toxicidade de formulados a base de neem em quatorze coldnias de
fungos comuns que infectam o homem, incluindo Trichophyton spp. causador do chamado “pé-
de-atleta” e Microsporum spp., 0s quais infectam cabelos, unhas e pele. SCHNEIDER (1986)
demonstrou que 0 neem é capaz de combater inimeras espécies de bactérias patogénicas, dentre

elas, Staphylococus aureus.
2.5.5 Efeito anti-inflamatorio

As atividades anti-inflamatorias da semente do neem também foram relatadas, e de
acordo com ILANGO (2013), os animais tratados com a dose de 100 mg/kg deste extrato
exibiram atividades anti-inflamatorias significativas. Além disso, o efeito anti-inflamatério do
0leo de semente de neem foi examinado em ratos, em um edema induzido por carragenina na
pata posterior. O resultado confirmou que este dleo mostrou maior inibicdo do edema
(NAIK,2014).

2.5.6 Acdo Inseticida

SCHMUTTERER (1990) afirma que larvas de diversos mosquitos dos géneros Aedes
spp. e Anopheles spp. sdo sensiveis a azadiractina e mostram como sintomas da intoxicagao a
reducdo da alimentacdo e do crescimento. GONCALVES et al. (2001) estudaram a acdo de
extratos aquosos de neem e cravo-da-india (Syzigium aromaticum L.) na biologia do acaro verde
da mandioca (Mononychellus tanajoa Bondar). O efeito dos extratos foi avaliado através da

observacao da mortalidade e duracdo das fases imaturas, fecundidade e fertilidade das fémeas.
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Dentre os resultados, o extrato de neem 1% foi o que mostrou melhores resultados, causando a

mortalidade de 72,5% no estagio larval de M. tanajoa.

FIGUEIREDO et al. (2002) descrevem a eficiéncia do 6leo de neem e do extrato de
fumo no controle do pulgdo do pinus (Cinara atlantica) em condi¢cdes de laboratorio,
concluindo que o neem é eficiente no controle deste afideo, uma vez que nos tratamentos

realizados houve mortalidade de mais de 90% das ninfas jovens e adultas.
2.5.7 Potencial Antifertilidade

GBOTOLORUN, et al. (2008) estudaram os efeitos do extrato alcodlico de flores de
neem em ratas, objetivando observar seus efeitos no ciclo estral, ovulacdo, fertilidade e
morfologia fetal. Os resultados deste estudo confirmaram claramente que o ciclo estral de 80%
dos ratos foi alterado com um prolongamento acentuado da fase de diestro. Este extrato causou

uma reducdo estatisticamente significativa no nimero de 6vulos na manha do estro.
2.5.8 Efeito Antidiabético

O extrato da folha de neem também foi avaliado por seu efeito antidiabético. DHOLI et
al. (2011), em seu estudo confirmaram que ratos diabeticos tratados com extrato de neem (250
mg/kg) exibiram niveis de glicose significativamente menores em comparagdo ao grupo
controle. AKTER (2013), sugeriu que extratos de folhas de Azadirachta indica e Andrographis
paniculata tém atividade antidiabética significativa e podem ser uma fonte potencial para o

tratamento de diabetes mellitus.
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Tabela 2: UtilizagOes e Indicagdes do Neem.

REFERENCIAS

Casca de folha, flor e caule

Folha

Oleo de semente

Planta completa

Oleo e pomada

Galhos

Oleo de semente

Caule

Folhas e sementes

Oleo das folhas e sementes

Extrato alcodlico de flores

O extrato da folha

Antioxidante

Cicatrizagdo de feridas

Anti-inflamatério

Arborizacdo em pracas e ruas

Tratamento de sarna

Infec¢des odontoldgicas
Doencas periodonticas

Antimicrobiano
Antialérgicas
Antitumorais

Construcao de ferramentas,
brinquedos, postes de rede elétrica,
palanques, vigas para a construcdo

civil e fabricacdo de méveis

Fabricagéo de xampus,
condicionadores, 6leo para cabelos,
sabonetes, pasta dental e filtro solar

Acdo Inseticida

Antifertilidade

Efeito antidiabético

Fonte: SILVA, 2022.

SITHISARN, et al. (2005)
GUIMERAY, et al. (2009)

SINGH (2014)
CHUNDRAN (2015)

ILANGO (2013)
NAIK (2014)

FONTENELE, et al. (2020)

BRASIL (2013)

ARAUJO et al., 2010
SOARES et al., 2006)
(MAHFUZUL, 2007).

SILVA (2020)
KHAN (1986)
SCHNEIDER (1986)

BITTENCOURT (2009)
SAXENA (2001)

BITTENCOURT (2009)
CPT (2021)
0SI (2021)

SCHMUTTERER (1990)
GONGCALVES et al. (2001)
FIGUEIREDO et al. (2002)

GBOTOLORUN, et al. (2008)

DHOLLI, et al. (2011)
PATIL (1970)



27

REFERENCIAS

AKTER, R. et al. Comparative studies on antidiabetic effect with phytochemical screening of
Azadirachta indicia and Andrographis paniculata. IOSR Journal of Pharmacy and Biological
Sciences, v. 5, n. 2, p. 122-128, 2013.

ALVES, M. C. et al. Efeitos do extrato aquoso de Phyllanthus niruri Linn sobre parametros
neurocomportamentais na prole de ratas tratadas durante a gestacéo e lactacdo. 2020.

AMOROZO, M.C.M. Uso e diversidade de plantas medicinais em Santo Anténio do
Leverger, MT, Brasil. Acta Botanica Brasilica, v.16, n.2, p.189-203, 2002.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para a Condugdo de Estudos N&o
Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica Necessarios ao desenvolvimento de
Medicamentos, 2013.

ANVISA- RDC n°26, de 13 de maio de 2014. Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2014/rdc0026_13 05 2014.pdf Acesso em:
05 /06/2021.

ARAUJO, N. R. R. et al. Avaliagéo in vitro da atividade antimicrobiana de extratos vegetais
sobre microrganismos relacionados a lesdo de mucosite oral. 2010.

ASSIS, T. S. et al. IntoxicacGes por plantas diagnosticadas em ruminantes e equinos e
estimativa das perdas econémicas na Paraiba. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 30, n. 1, p.
13-20, 2010.

AULETTA, C. S. Acute, subchronic, and chronic toxicology. Handbook of toxicology, p. 51-
162, 1995.

AZEVEDO, G.T.0.S.; NOVAES, A.B.; AZEVEDO, G.B.; SILVA, H.F. Desenvolvimento de
Mudas de Nim Indiano sob Diferentes Niveis de Sombreamento. Floresta e Ambiente, v. 22,
p. 249-255, 2015.

BANSOD, Sapana et al. Nimbolide abrogates cerulein-induced chronic pancreatitis by
modulating B-catenin/Smad in a sirtuin-dependent way. Pharmacological Research, v. 156, p.
104756, 2020.

BERTOLAMI, M. C. Mecanismos de hepatotoxicidade. Arquivos brasileiros de cardiologia,
v. 85, p. 25-27, 2005.

BISWAS, K. et al. Biological activities and medicinal properties of neem (Azadirachta
indica). Current science, p. 1336-1345, 2002.

BITTENCOURT, A. M. et al. O cultivo do nim indiano (Azadirachta indica): uma visdo
econbmica. Floresta, v. 39, n. 3, 2009.

BRAGA, T. M. et al. Biological activities of gedunin. A limonoid from the Meliaceae family.
Molecules, v. 25, n. 3, p. 493, 2020.



28

BRANCO, A. C. S. C. et al. Parametros bioquimicos e hematolédgicos de ratos wistar e
camundongos swiss do biotério professor Thomas George. Rev Bras Ciénc Saude, v. 15, n. 2,
p. 209-14, 2011.

BRASIL, R. B. Aspectos botanicos, usos tradicionais e potencialidades de Azadirachta indica
(NEEM). Enciclopédia Biosfera, v. 9, n. 17, 2013.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2010.
Fitoterapicos. Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br/fitoterapicos Acesso em: 28/04/2022.

BRASILIA. Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento. Ministério da Agricultura
Pecuéaria e Abastecimento. Regras para analise de sementes. Brasilia 2009: Mapa/Acs, 2009.
398 p.

BROGLIO, M. S. M. F. et al. Extratos de plantas no controle de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) em laboratério. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v. 18, p. 44-48, 2009.

CABRAL, V. X.; FREITAS, S. P. Fitoterapia na Medicina Veterindria—uso de Sélvia e
Tomilho: Reviséo Bibliografica. Anais congrega mic-ISBN 978-65-86471-05-2, v. 16, p. 557-
561, 2020.

CHIANESE, G. et al. Antiplasmodial triterpenoids from the fruits of neem, Azadirachta
indica. Journal of natural products, v. 73, n. 8, p. 1448-1452, 2010.

CHUNDRAN, N. K.; HUSEN, 1. R.i; RUBIANTI, I. Effect of Neem leaves extract
(Azadirachta Indica) on wound healing. Althea Medical Journal, v. 2, n. 2, p. 199-203, 2015.

COSTA, E. M. et al. Extrato aquoso de sementes de nim no controle de Liriomyza sativae
(Diptera: Agromyzidae) em meloeiro. Revista Ciéncia Agronomica, v. 47, p. 401-406, 2016.

COSTA, E.L.N.; SILVA, R.F.P.; FIUZA, L.M. Efeitos, aplicacGes e limitacGes de extratos de
plantas inseticidas. Acta Biologica Leopoldensia, 26(2): 173-185, 2004.

CPT — CENTRO DE PRODUCOES TECNICAS.
http://www.cpt.com.br/produtos/16_0486.php. Acesso em 25/11/2021.

DA SILVA NETO, I. F. et al. Uma Reviséo da Atividade Antiviral do Nim indiano e seu
Potencial Frente ao Novo Coronavirus (sars-cov-2). Journal of Biology & Pharmacy and
Agricultural Management, v. 17, n. 1, 2020.

DA SILVA, A. B; DE LUNA BATISTA, J; DE BRITO, C. H. Atividade inseticida do nim,
Azadirachta indica A. Juss. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel,
v.4,n. 4, p. 2, 2009.

DHOLL, S. K. et al. Avaliacdo antidiabética In Vivo do extrato de folhas de Neem em ratos
induzidos por aloxana. Revista de ciéncia farmacéutica aplicada, v. 1, n. 4, pag. 100-105,
2011.

DIAS, G. E. N. et al. Avaliacéo da toxicidade ndo-clinica do extrato etandlico bruto de
Pilosocereus gounellei (FAC Weber) em ratos. 2015.



29

DIGITAL HERBARIUM OF CROP PLANTS. Disponivel em:
http://dhcrop.bsmrau.net/neem/. Acesso em 10/02/2022.

DOUGHARI, J. H. Phytochemicals: extraction methods, basic structures and mode of action
as potential chemotherapeutic agents. Rijeka, Croatia: INTECH Open Access Publisher, 2012.

ESTEVES, C. O. et al. Medicamentos fitoterapicos: prevaléncia, vantagens e desvantagens de
uso na pratica clinica e perfil e avaliagdo dos usuérios. Revista de Medicina, v. 99, n. 5, p.
463-472, 2020.

FERNANDES, S. R. R. Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana
em produtos contendo 6leo de Neem. 2014. Tese de Doutorado. Instituto Politecnico do Porto
(Portugal).

FONTENELE, M. J. S. et al. Arvore neem (Azadirachta indica A. Juss): Aspectos positivos,
um panorama brasileiro. Cadernos de Agroecologia, v. 15, n. 2, 2020.

FORIM, M. R. Estudo Fitoquimico do Enxerto de Azadirachta indica sobre a Melia
azadirach: quantificacdo de substancias inseticidas. Sdo Carlos, SP, 2006.

GBOTOLORUN, S. C. et al. Potencial anti fertilidade do extrato da flor de Neem em ratas
adultas Sprague-Dawley. African Health Sciences, v. 8, n. 3, pag. 168-173, 2008.

GHATULE, R. R. et al. Effect of Azadirachta indica leaves extract on acetic acid-induced
colitis in rats: Role of antioxidants, free radicals and myeloperoxidase. Asian Pacific Journal
of Tropical Disease, v. 2, p. S651-S657, 2012.

GILLOTT, C. Entomology. New York, Plenum, 798p, 2005.

GLINSUKON, T. et al. Acute toxicity of nimbolide and nimbic acid in mice, rats and
hamsters. Toxicology letters, v. 30, n. 2, p. 159-166, 1986.

GOIS, R. C. S. et al. Toxicidade reprodutiva da semente de neem (Azadirachta indica) em
codorna (coturnix coturnix japénica linnaeus, 1758) macho: Caracteristicas seminais, estudo
histopatoldgico e Histomorfométrico do parénquima testicular. 2018.

GONGCALVES, M. E. C.; BLEICHER, E. Uso de extratos aquosos de nim e azadiractina via
sistema radicular para o controle de mosca - branca em meloeiro. Revista Ciéncia
Agrondmica, v. 37, n. 2, p. 182-187, 2006.

GOUVEA, C. F. Estudo do desenvolvimento floral em espécies arboreas da familia
Meliaceae. 2005.

GREGER, H. et al. Flavalinas inseticidas e outros compostos de espécies de Fijian Aglaia.
Fitoquimica, v. 57, n. 1, pag. 57-64, 2001.

HARAND, W. Processo de obtencdo de uma solucédo hidrossoltvel de Azadirachtin por
processo compativel com os principios de quimica verde,2016.

HERBARIO VIRTUAL. Disponivel em:
https://sites.google.com/site/virtualherbario/herbario-virtual/home/nim-neem. Acesso em:
10/02/2022.



30

IAC. INSTITUTO AGRONOMICO DE SAO PAULO. 2021. Disponivel em:
https://www.iac.sp.gov.br/. Acesso em 02/02/2022.

ILANGO, K.; MAHARAJAN, G.; NARASIMHAN, S. Anti-nociceptive and anti-
inflammatory activities of Azadirachta indica fruit skin extract and its isolated constituent
azadiradione. Natural Product Research, v. 27, n. 16, p. 1463-1467, 2013.

ISMAN, M. B. et al. Insecticidal and antifeedant bioactivities of neem oils and their
relationship to azadirachtin content. Journal of agricultural and food chemistry, v. 38, n. 6, p.
1406-1411, 1990.

JUNIOR, H. B. P. et al. Avaliacio da toxicidade aguda do extrato hexanico de frutos de
Melia azedarach (Meliaceae) em camundongos. Ciéncia Animal Brasileira, v. 13, n. 4, p. 512-
519, 2012.

KHAN, M.; WASSILEW, W. The effect of raw material from the neem tree, neem oil and
neem extracts on fungi pathogenic to humans. p. 645-652. In: Natural Pesticides from the
Neem Tree (Azadirachta indica A. Juss) and others tropical plants. Proc. 3rd Int. Neem Conf.,
Nairobi, Kenya, 1986.

LIPINSKI, L.C.; MARTINEZ, J.L.; SANTOS, M.V.R.; FERREIRA, J.N.; PFAU, D.R.
Avaliacéo do efeito anti-helmintico e das alteracdes metabdlicas em bufalos (Bubalus bubalis)
com administragdo da torta de Neem e do alho desidratado no Sul do Parana. Revista
Brasileira de Agroecologia. v.6, n.3, p.168- 175,2011.

MABBERLEY, D. J; PANNELL, C. M; SING, A. M. Meliaceae. Flora Malesiana-Series 1,
Spermatophyta, v. 12, n. 1, p. 1-407, 1995.

MACIEL, M. V. et al. Atividade inseticida in vitro do 6leo de sementes de nim sobre
Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae). Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinéria, v. 19, p. 07-11, 2010.

MAHFUZUL, H; M. D. et al. Antibacterial activity of guava (Psidium guajava L.) and neem
(Azadirachta indica A. Juss.) extracts against foodborne pathogens and spoilage bacteria.
Foodborne pathogens and disease, V. 4, n. 4, p. 481-488, 2007.

MELLO, J. R.B et al. Toxicidade pré-clinica de fitoterapico contendo Gossypium herbaceum
(algodoeiro) em ratos Wistar. Latin American Journal of Pharmacy, v. 27, n. 1, p. 46, 2008.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos,
Departamento de Assisténcia Farmacéutica. Politica Nacional de PlantasMedicinais e
Fitoterapicos. Brasilia: Ministério da Saude, 2006.

MOSSINI, S.A.G; KEMMELMEIER, C. A arvore Nim (Azadirachta indica A. Juss):
Multiplos Usos. Acta Farm. Bonaerense- vol. 24 n°1. 139148 - ano 2005.

MOTTIN, T. S. Toxicos que interferem no transporte de oxigénio pela hemoglobina. Porto
Alegre, 2009.

MUELLNER, A. N. et al. Molecular phylogenetics of Meliaceae (Sapindales) based on
nuclear and plastid DNA sequences. American Journal of Botany, v. 90, n. 3, p. 471-480,
2003.



31

NAIK, M. R. et al. Study of anti-inflammatory effect of neem seed oil (Azadirachta indica)
on infected albino rats. Journal of Health Research and Reviews, v. 1, n. 3, p. 66, 2014.

NEVES, E. J. M. Importancia dos fatores edafo-climaticos para o uso do nim (Azadirachta
indica A. Juss) em programas florestais e agroflorestais nas diferentes regides do Brasil.
Pesquisa Florestal Brasileira, n. 49, p. 99-107, 2004.

NEVES, E. J. M; CARPANEZZI, A. A. O cultivo do nim (Azadirachta indica) para producéo
de frutos no Brasil. Embrapa Florestas-Circular Técnica (INFOTECA-E), 2008.

NIZIO, D. A. C. et al. Estudo fitoquimico e atividades antifungica e antiprotozoaria do éleo
essencial de gendtipos de erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.). 2015.

NUNES, 1.J. Nutricdo Animal Basica. 2.Ed. Belo Horizonte. FCP-MVZ ED. 1998.

OLIVEIRA, M. B. et al. Extragdo, Caracterizacdo E Avaliagdo Da Atividade Larvicida Do
Oleo Essencial Do Citrus Limon Linneo (Limao) Frente Ao Mosquito Aedes Aegypti. 2013.

OLSON, H. et al. Concordance of the toxicity of pharmaceuticals in humans and in animals.
Regulatory Toxicology and Pharmacology, v. 32, n. 1, p. 56-67, 2000.

OSUNWOKE, E. A. et al. The wound healing effects of aqueous leave extracts of
Azadirachta indica on wistar rats. J Nat Sci Res, v. 3, n. 6, p. 181-186, 2013.

PATEL, S. M. et al. Potential of neem (Azadirachta indica L.) for prevention and treatment of
oncologic diseases. In: Seminars in cancer biology. Academic Press, 2016. p. 100-115.

PATIL, P. et al. Atividade antidiabética do extrato alcodlico da casca da raiz de Neem
(Azadirachta indica). Revista Nacional de Fisiologia, Farmé&cia e Farmacologia v. 3, n. 2, pag.
142-142, 1970.

PEREIRA, J. B. A. et al. O papel terapéutico do Programa Farmacia Viva e das plantas
medicinais. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 17, p. 550-561, 2015.

PESSOA, M. C. P. Avaliacdo da toxicidade do Extrato contendo NIM (Azadirachta indica
L.), Andiroba (Carapa guianensis Aublet) e Cana de aglcar (Saccharum officinarum L) em
ratas wistas. Programa de Pds-graduacao em Ciéncia veterinaria, Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Recife, 20009.

RAHMANI, A. et al. Pharmacological and therapeutic potential of neem (Azadirachta
indica). Pharmacognosy Reviews, v. 12, n. 24, 2018.

RAMALHO, O. L. F. et al. Cultivo de meliaceas arbéreas no Brasil. Brazilian Journal of
Applied Technology for Agricultural Science/Revista Brasileira de Tecnologia Aplicada nas
Ciéncias Agrarias, v. 12, n. 2, 2019.

REFLORA-HERBARIO VIRTUAL. Disponivel em:
http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/herbarioVirtual/ConsultaPublicoHVUC/ConsultaPublicoHVU
C.do?idTestemunho=4598118 Acesso em 14/02/2022.

SANTOS, R. L. et al. Analise sobre a fitoterapia como pratica integrativa no Sistema Unico
de Salde. Revista brasileira de plantas medicinais, v. 13, n. 4, p. 486-491, 2011.



32

SARAVANAN, M. et al. Toxicidade de extratos de folhas de nim (Azadirachta indica A.
Juss) em alguns parametros hematoldgicos, ionoregulatorios, bioquimicos e enzimologicos da
carpa maior da India, Cirrhinus mrigala. Revista de Florestas Tropicais e Meio Ambiente, v.
1,n.1,2011.

SARKAR, L. et al. Azadirachta indica A. Juss melhora a desmieliniza¢ao neuroinflamatoria
induzida pelo virus da hepatite de camundongo pela modulacao da fuséo célula a célula em
um modelo animal experimental de esclerose multipla. Frontiers in cell neuroscience, v. 14, p.
116, 2020.

SAXENA, R. C. Neem in the new millenium: business opportunities unlimited. 2001.

SCHLUTER, U; SCHULZ, W. D. Structural damages caused by neem in Epilachna
verivestis: a summary of histological and ultra-structural damage. 1. Tissues affected in
larvae. In: Proceedings 2nd International Neem Conference Rottach. Egern. 1983.

SCHMUTTERER, Heinrich. Properties and potential of natural pesticides from the neem tree,
Azadirachta indica. Annual review of entomology, v. 35, n. 1, p. 271-297, 1990.

SCHNEIDER, B. H. The effect of neem leaf extracts on Ephilachna varivestis and
Staphylococus aureus. In: Natural Pesticides from the Neem Tree (Azadirachta indica A.
Juss) and others tropical plants. Proc. 3rd International. Neem Conference. Nairobi, Kenya,
Jul 1986.

SCHUMACHER, Marc et al. Anti-inflammatory, pro-apoptotic, and anti-proliferative effects
of a methanolic neem (Azadirachta indica) leaf extract are mediated via modulation of the
nuclear factor-kB pathway. Genes & nutrition, v. 6, n. 2, p. 149-160, 2011.

SILVA, V. C. L. Avaliacéo da toxicidade reprodutiva de ratas Wistar submetidas a ingestdo
do extrato etandlico das folhas de nim(Azadirachta indica). 2010. 50 f. Dissertacao (Programa
de Pds-Graduagdo em Ciéncia Veterinaria) - Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Recife. 2010.

SINGH, A. et al. Effect of Neem oil and Haridra on non-healing wounds. Ayu, v. 35, n. 4, p.
398, 2014.

SINNIAH, D.; BASKARAN, G. Margosa oil poisoning as a cause of Reye's syndrome. RI, v.
317, n. 8218, p. 487-489, 1981.

SITHISARN, P; SUPABPHOL, R; GRITSANAPAN, Wandee. Antioxidant activity of
Siamese neem tree (VP1209). Journal of Ethnopharmacology, v. 99, n. 1, p. 109-112, 2005.

SOARES FILHO, C. V. et al. Oleo de Neem (Azadirachta indica) nos parametros
parasitoldgicos, hematoldgicos e bioquimicos de ovinos naturalmente infectados por
nematoides gastrintestinais. Revista Brasileira de Saude e Produ¢do Animal, v. 16, p. 408-
419, 2015.

SOARES, F. P. et al. Cultivo e usos do Nim (Azadirachta indica A. Juss). Boletim
Agropecuario-Universidade Federal de Lavras. Ed. UFLA, 2006.

SOTO, J. C. H. et al. Policitemia e eritrocitoseemanimais domeésticos: Revisao de literatura.
Revista cientifica eletrdnica de medicina veterinaria, v. 6, n. 11, p. 1-7, 2008.



33

STEVENS, K. R.; MYLECRAINE, L. Issues in chronic toxicology. Principles and methods
of toxicology, v. 673, 1994,

TAYADE, D. V. Effect of phytochemical azadirachtin on the morphology and cytology of the
testis follicle of th Indian grasshopper, Melanoplus sanguinipes. Biosci Discov, v. 3, n. 1, p.
79-81, 2012.

TUROLLA, M. S. R; NASCIMENTO, E. S. Informagdes toxicologicas de alguns
fitoterapicos utilizados no Brasil. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 42, n. 2, p.
289-306, 2006.

UCHEGBU, M. et al. A crescente importancia do nim (Azadirachta indica A. Juss) na
agricultura, inddstria, medicina e meio ambiente: Uma revisao. Revista de Pesquisa de Plantas
Medicinais, v. 5, n. 3, pag. 230-245, 2011.

VALLADARES, G. R et al. Efeitos de Melia azedarach em Triatoma infestans. Fitoterapia, v.
70, n. 4, pag. 421-424, 1999.



34

CAPITULO Il - AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DA AZADIRACHTA
INDICA EM RATOS !

Resumo

O neem (Azadirachta indica) é uma espécie arborea da familia Meliaceae, que vem sendo
utilizada para os mais variados fins, estes incluem, atividades antivirais, antibacterianas, anti-
inflamatorias e cicatrizantes. No entanto, é sabido que muitas plantas medicinais apresentam
substancias que podem desencadear reacdes toxicas, tornando cada vez mais importantes
estudos objetivando caracterizar tais efeitos. Por esta razdo, o presente trabalho objetivou
avaliar o perfil toxicoldgico do extrato aquoso de Azadirachta indica na dose de 2.000 mg/kg.
Foram utilizados 16 Rattus norvegicus, linhagem Wistar machos. Os animais foram divididos
em dois grupos: grupo controle e grupo tratado. Cada grupo foi formado por 8 animais. Ao
grupo controle foi administrado o veiculo de diluicdo do extrato, a agua. J& o grupo tratado, foi
submetido a dose Unica de 2000mg mg/kg do extrato aquoso de Azadirachta indica, por via
oral. Foram realizadas analises hematoldgicas, bioquimicas, analise comportamental, avaliacdo
de peso, mortalidade, ingestdo de &gua e racdo, como também avaliagdo dos pardmetros
histopatoldgicos dos rins e figado. Os resultados ndo mostraram alterages no consumo e ganho
de peso, nem nos parametros comportamentais. Ja as analises dos parametros sanguineos
apresentaram aumento em hemoglobina, leucdcitos, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina e creatinina. Através das analises histopatoldgicas
detectou-se alteracdes significativas no figado que apresentou vacuolizacdo nos hepatécitos e
nos rins com acentuada congestdo dos vasos sanguineos do intersticio renal. Portanto, conclui-
se que 0 extrato aquoso de A. indica demonstrou indicios de alteracBes nefrotoxicas e
hepatotoxicas quando administrado por via oral na dose de 2.000 mg/kg.

Palavras-Chave: extrato de neem; plantas toxicas; Azadirachta indica.

Abstract

Neem (Azadirachta indica) is a tree species of the Meliaceae family, which has been used for
the most varied purposes, these include antiviral, antibacterial, anti-inflammatory and healing
activities. However, it is known that many medicinal plants have substances that can trigger
toxic reactions, making studies increasingly important to characterize such effects. For this
reason, the present study aimed to evaluate the toxicological profile of the aqueous extract of
Azadirachta indica at a dose of 2,000 mg/kg. Sixteen male Wistar Rattus norvegicus were used.
The animals were divided into two groups: control group and treated group. Each group
consisted of 8 animals. The control group was administered the extract dilution vehicle, water.
The treated group was submitted to a single dose of 2000mg mg/kg of aqueous extract of
Azadirachta indica, orally. Hematological, biochemical, behavioral analysis, weight
assessment, mortality, water and food intake, as well as evaluation of histopathological
parameters of the kidneys and liver were performed. The results showed no changes in
consumption and weight gain, nor in behavioral parameters. The analysis of blood parameters
showed an increase in hemoglobin, leukocytes, aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase, alkaline phosphatase and creatinine. Through histopathological analysis,
significant changes were detected in the liver, which showed vacuolization in hepatocytes and
in the kidneys with marked congestion of blood vessels in the renal interstitium. Therefore, it
is concluded that the aqueous extract of A. indica showed evidence of changes in nephrotoxicity
and hepatotoxicity when administered orally at a dose of 2.000 mg/kg.

Keywords: neem extract; toxic plants; Azadirachta indica.

L Artigo submetido a revista Ciéncia Animal Brasileira
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INTRODUCAO

Ao longo do tempo, as plantas tém desempenhado um papel importante no tratamento
de diferentes doencas. Diversas espécies vegetais possuem, em um ou mais de seus 6rgaos,
substancias que podem ser usadas para fins terapéuticos (DOUGHARI, 2012). Segundo a
Organizacdao Mundial da Saude (OMS), estas sdo chamadas de plantas medicinais. Azadirachta
indica, vulgarmente conhecido como neem, uma arvore perene da familia Meliaceae, nativa da
india, que tem sido usada por milhares de anos em sistemas tradicionais de medicina (BRASIL,
2006).

O neem foi disseminado rapidamente no semiarido do nordeste brasileiro por ser
resistente a seca, tolerante a maioria dos solos, incluindo os poucos profundos, secos,
pedregosos e areias altamente lixiviadas, por apresentar crescimento rapido, produzir grande
quantidade de folhas sempre verdes e proporcionar boa qualidade de sombra (AZEVEDO et
al., 2015).

A maioria dos componentes da semente do neem que foram caracterizados, pertencem
a classe dos terpenos e sdo denominados limondides, essas substancias sdo conhecidas como
meliacina. Dentre os limonoides presentes nas sementes, a azadiractina tem maior importancia
por ser responsavel pela maioria dos efeitos bioldgicos os quais incluem, atividade vermifuga,
antibacteriana e cicatrizantes (AZEVEDO et al., 2015).

Embora varias partes do neem tenham um uso extensivo em sistemas tradicionais da
medicina, a mensuracdo da toxicidade de seus compostos naturais é crucial antes de sua
aplicacéo terapéutica (PATEL, 2016). Estudos baseados em modelos animais confirmaram
que, em certas dosagens, 0 neem € seguro, mas por outro lado, seus compostos podem
apresentar efeitos tdxicos/adversos, como émese, toxicidade hepética, acidose metabolica e
encefalopatia (ALZOHAIRY, 2016).

Nessa perspectiva, 0 presente trabalho objetivou avaliar a toxicidade de dose aguda do
extrato aquoso da semente de neem em ratos Wistar (Rattus novergicus) atraves de diferentes
analises, dentre elas: analise comportamentais, avaliacdo de peso, mortalidade, analises
hematologicas e bioguimicas de sangue e caracterizacdo das possiveis alteracdes

histopatoldgicas nos rins e figado causadas pelo extrato.



36

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratdrio de Histologia Animal do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e estd de acordo
com os principios éticos e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB
(Certiddao de aprovacdo n° 4875230221). O processamento e analise dos oOrgdos foram
realizados no Laboratério de Pratica e Processamento Histopatoldgico — LPPH/DMORF/CCS
e no Laboratério de Processamento de Amostras Bioldgicas e Histotecnologia —
LAPABH/ETS/UFPB.

Foram utilizados 16 Rattus norvegicus, linhagem Wistar machos, com idade média de
8 semanas, pesando entre 150 a 220g. Os animais foram divididos em dois grupos: grupo

controle e grupo tratado. Cada grupo foi formado por 8 animais, sendo todos machos.

Posteriormente foram alojados em caixas de polietileno em condi¢bes controladas de
laboratdrio (12h ciclo claro/escuro, temperatura: 22 &+ 2 C) e com um periodo de aclimatacao
de 7 dias antes do experimento. Ao grupo controle foi administrado o veiculo de diluicdo do
extrato, a agua. Ja o grupo tratado, foi submetido a dose tnica de 2000 mg/kg do extrato aquoso
da semente de Azadirachta indica, por via oral (gavagem). Todos 0s animais receberam racao

(pellets) e agua ad libitum.

Para obtencdo das sementes e preparo do extrato aquoso, foram coletados frutos
maduros de neem em plantas pertencentes ao Engenho Patrim6nio no municipio de Condado -
Pernambuco (Latitude: 7° 35' 34" Sul, Longitude: 35° 6' 12" Oeste e 125 m de altitude). As
sementes foram extraidas, retirando-se a casca e a polpa dos frutos, e posteriormente secas a
sombra e sob temperatura ambiente. ApGs a secagem, as sementes passaram pelo processo de
trituracdo em moinho ajustavel até a obtencdo do pd de acordo com as regras para analise de
sementes (BRASILIA, 2009). Procedimento realizado no Laboratério de Pesquisas Aplicadas
a Biofabrica do CETENE/PE (Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste). O mesmo foi
mantido em temperatura ambiente e no momento do uso, pesado e dissolvido em agua. Foram
adicionados 100ml de agua destilada a 50g do extrato, sendo a mistura mantida em repouso por
24 horas, em ambiente escuro, para extracdo das substancias bioativas. A mistura foi filtrada
em tecido voal fino antes da administracdo. Para o preparo do extrato, seguiu-se a metodologia
descrita por Costa et al. (2016).
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Os protocolos experimentais foram baseados na RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, que
dispde sobre o registro de medicamento fitoterapico e a notificacdo de produtos fitoterapicos
na Instrucdo Normativa n°4, de 18 de junho de 2014 (ANVISA, 2014). Segundo o Guia da
Organizacdo para a Cooperacgdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD 423), as doses fixas
administradas para estudos de toxicidade devem estar entre 5 e 2000 mg/kg, por via oral
(BRASIL, 2010). Sendo assim, a utilizacdo de uma dose de 2000mg/kg €é o suficiente para

realizar analises de carater toxico de uma substancia.

Apds as administracdes (hora zero) os animais foram avaliados clinicamente nos
intervalos: 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos, para detectar quaisquer sinais de toxicidade e
mudancas no comportamento, piloerecdo, diarréia, salivacao excessiva, reducdo na locomogéo

e mortalidade. Diariamente, foram avaliados o consumo de agua e de racéo.

Foram coletadas amostras de sangue de todos os animais ap6s 14 dias da administracao
do extrato, obtidas por meio da puncdo da veia caudal, seguindo as diretrizes do CONCEA. Os
pardmetros sanguineos analisados foram: glicose, creatinina, triglicerideos, colesterol total,
proteinas totais, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina,
hemacias, hemoglobina, hematdcrito, plaquetas e leucdcitos. O processamento das amostras de
sangue foi realizado pelo analisador hematoldgico veterinario Midray bc vet, seguindo a

metodologia e recomendagdes do fabricante (MIRANDA, 2014).

No 14° dia, ap6s a administracdo, os animais foram eutanasiados com cetamina
(225mg/kg) e xilazina (30mg/kg), apés a observancia da completa sedacdo do animal e auséncia
de reflexo, os mesmos foram submetidos a um deslocamento cervical e seus 6rgaos coletados

(figado e rins).

A analise histopatoldgica foi realizada a partir de fragmentos isolados dos rins e figado,
dos grupos tratado e controle. Com posterior fixacdo em formol a 10%, tamponado durante 24
horas, em seguida lavados em &gua corrente para a retirada de todo residuo do fixador. Apos
fixadas, as amostras foram clivadas e acondicionadas em capsulas histoldgicas e submetidas ao
processamento overnight em histotécnico (Leica® modelo RM 2145), sendo desidratadas em
doses crescentes de alcool etilico (alcool a 70, 80, 90% e alcool absoluto), diafanizadas em xilol

e infiltradas com parafina histoldgica.

Realizou-se a inclusdo do material em parafina e os cortes histolégicos com uma

espessura de 5pum foram efetuados no micrétomo rotativo RM2125 RTS (Leica Biosystems).
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Os cortes foram dispostos em lamina de vidro de 75 x 25 mm?, realizado dois niveis de corte
para cada area de estudo, corados com hematoxilina-eosina e montados em balsamo do Canada,

para proceder a avaliacdo de alteracdes teciduais em microscopia optica.

Foram utilizadas adaptac6es no modelo usado por Géis et al. (2018) para avaliacdo
histopatoldgica, sendo as alteracdes teciduais classificadas de acordo com o seguinte escore:
ausente (-), quando ndo houver alteragdes; leve (+), quando afetar até 30% da area avaliada;
moderada (++) quando afetar de 30 a 70% da area e intensa (+++) quando afetar mais de 70%

da area avaliada.

Para a andlise estatistica dos parametros de analise comportamental, avaliacdo de peso,
mortalidade, ingestdo de &gua e racdo, analises hematoldgicas e bioquimicas utilizou-se Teste
T de Student considerando a margem de significancia de 5%. Os dados descritos por escores
ou gravidade foram submetidos a analise descritiva. A avaliacdo estatistica foi realizada no

software “GraphPad Prism” versao 9.0.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguranca no uso de drogas vegetais s6 pode ser avaliada quando se analisa uma série
de fatores, como variacOes de peso corpdreo, parametros hematolégicos e bioquimicos do
sangue, além das caracteristicas biologicas dos individuos, que por sua vez, sdio mensurados
por meio das andlises comportamentais, avaliacio ponderal e de mortalidade
(RAMALHO,2019).

A toxicidade aguda pode ser definida como efeito adverso produzido em um curto
periodo de tempo apds administracdo de uma dose Unica de uma substancia. A dose em estudo
foi determinada de acordo o Guia da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD 423), sendo 2000mg/kg a dose indicada para testar substancias por via oral

a fim de caracterizar possiveis efeitos de toxicidade.

Ap0s o tratamento com o extrato aquoso de A. indica por via oral, ndo foram observadas
no grupo tratado alteragcbes nas primeiras 24 h, nem tdo pouco durante os 14 dias do
experimento, quando comparados ao grupo controle. Kingsley et al. (2012), apds administrarem
de forma oral, em camundongos, diferentes doses de extratos aquosos das folhas de A. indica
(1250, 2500 e 5000 mg/kg), relataram que ndo foram observados efeitos colaterais toxicos
visiveis e os camundongos tratados foram considerados saudaveis e normais, sem registro de

perda de peso, perda de pelo, ou outros sinais de desconforto.
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Kanagasanthosh et al. (2015) avaliaram a toxicidade aguda do extrato etanolico das
folhas de A. indica por 14 dias em ratos, com doses orais de 20, 200 e 2.000 mg/kg, também
ndo foram observadas alteracdes significativas nas respostas comportamentais ou autonémicas

dos animais, e nenhuma mortalidade foi registrada.

Em outro estudo testaram a toxicidade aguda do extrato hidroetandlico das folhas de
Azadirachta indica em R. norvegicus, por via oral em dose Unica (2.000 mg/kg). Neste estudo
também nenhum animal apresentou alteracdes na aparéncia geral, nenhuma manifestacdo de
tremores, convulsdes, salivacdo, diarreia, coma ou comportamentos anormais, como autolesédo
ou andar para tras (TEPONGNING et al. 2018).

Corroborando a literatura conclui-se que a administracdo do extrato aquoso de A. indica
ndo causa alteracbes nos parametros comportamentais (KINGSLEY, 2012;
KANAGASANTHOSH, 2015 e TEPONGNING, 2018).

No presente estudo nédo foi evidenciado episddios de mortalidade apds o tratamento com
A. indica. A toxicidade aguda do extrato aquoso de folhas de A. indica foi avaliada por
Dorababu et al. (2006) em diferentes doses (200, 500, 1000 e 2500 mg/kg), por um periodo de
observacao de 24h, e ndo foi observada mortalidade nos grupos analisados. Achi et al. (2018)
também relataram que apds a administracao de diferentes doses de extratos etandlicos de folhas
de A. indica, por via oral em camundongos (50 a 5000 mg/kg) ndo houve mortalidade dos

animais.

Ghatule et al. (2012) também ao administrarem por via oral extrato etanolico de folhas
de A. indica na dose de 5 g/kg em camundongos durante 7 dias relatou que o estudo de
toxicidade aguda ndo causou mortalidade ou outros efeitos adversos relacionados ao sistema

nervoso autbnomo, e sistema nervoso central, indicando sua seguranca.

Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo corroboram os descritos na literatura de
gue 0 extrato aquoso de A. indica ndo apresenta grau de toxicidade que ocasione morte dos
animais (DORABABU, 2006; ACHI, 2018; GHATULE, 2012).

Com o intuito de realizar avaliacdo ponderal, os animais foram pesados antes e depois
da administracdo do composto, e diariamente durante os 14 dias do experimento. De acordo
com Harkness (1993), um rato adulto, pesando aproximadamente 300g, consome por dia em
média cinco gramas de ragdo e 10 ml de &gua para cada 100g do seu peso corporal. No entanto,

0 consumo pode variar de acordo com a temperatura e umidade do ambiente.
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A evolugédo de peso dos ratos, ndo demonstrou variagOes significativas, entre grupo

tratado e o0 seu respectivo grupo controle (Figura 1).

Figura 1: Grafico de dispersdo da variacdo de peso dos ratos Wistar dos grupos controle e tratado com extrato
aquoso de Azadirachta indica (2.000 mg/kg).
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Boadu et al. (2001) ao avaliarem o efeito toxico do extrato aquoso das folhas de A.
indica em coelhos, observou aumento progressivo do peso corporal, tanto nos animais de teste
como nos de controle, ndo havendo uma diferenca significativa no ganho de peso entre os dois

grupos, resultado também encontrado em nosso estudo.

Tepongning et al. (2018) apo6s administrarem extrato hidroetanélicos das folhas de A.
indica por via oral em dose Unica (2.000 mg/kg) em R. norvegicus também relataram que ndo

foram registradas divergéncias significativas no peso dos animais.

Além do monitoramento do peso dos animais, foram avaliados parametros como
consumo de racdo e &gua, diariamente, durante os 14 dias de experimento, uma vez que a
toxicidade sistémica também se manifesta através da redugdo nos consumos de agua e ragao
(CUNHA, 2009). O consumo de agua e nutrientes sdo parametros fundamentais para avaliar a
seguranca de um produto com fins terapéuticos. Pois estes sdo essenciais para 0 bom
funcionamento do sistema fisiol6gico e, consequentemente, para uma adequada resposta a
droga testada, j& que condi¢Bes nutricionais improprias podem acarretar deficiéncia do
organismo (STEVENS, 1994). Durante o periodo experimental ndo foram observadas

alteracdes significativas quanto ao consumo de agua e racao (Tabela 1).
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Tabela 1: Consumo médio de ragdo e agua dos ratos Wistar machos, dos grupos controle e tratado com extrato
aquoso de Azadirachta indica (2.000 mg/kg).

CONSUMO DE RACAO (g) CONSUMO DE AGUA (ml)
Grupo
Controle Grupo Tratado Grupo Controle Grupo Tratado
97,92 +5,11a 101,14 +5,19a 122,67 +8,17a 133,81 + 13,74a

Os valores representam a média + E.P.M. dos respectivos dias de experimento, considera-se 4
animais/gaiola. ml — representa mililitros, g- representa gramas. Letras diferentes nas colunas ou linhas
significam diferencas estatisticas, quando comparados ao grupo controle (Teste t) ao nivel de 5% de
significancia.
Desta forma, podemos inferir que o extrato aquoso de A. indica quando administrada
por via oral na dose Unica de 2000 mg/kg néo apresentou toxicidade expressiva capaz de alterar

parametros como analise comportamental, avaliagdo ponderal e mortalidade.

No entanto, de acordo com Gonzalez e Silva (2003), outros sinais de toxicidade podem
se expressar através da alteracdo da massa relativa dos érgdos, alteragdes hematoldgicas e

bioquimicas sanguineas. Sendo assim, tais pardmetros também foram avaliados.

A andlise dos parametros bioquimicos e hematoldgicos é de extrema importancia para
avaliacdo dos riscos de substancias, pois o sistema hematoldgico evidencia os primeiros sinais
de toxicidade, sendo um alvo bastante suscetivel aos efeitos causados por substancias toxicas,
tornando-se assim, importante sistema para analise do estado de saude fisico e patologico de
humanos e animais (OLSON et al. 2000; FAILACE, 2009).

Dentre os parametros analisados, observou-se alteracdo significativa nos valores de
hemoglobina, uma vez que os animais do grupo tratado apresentaram aumento quando
comparados aos do grupo controle (Tabela 2). No entanto, tais valores encontram-se ainda
dentro dos valores de referéncia para a espécie (DINIZ et al. 2006; LIMA, 2014).

Uma possivel explicacdo para a elevacdo dos nimeros de eritrocitos, é destacada por
Soto (2008) o qual demonstrou que a concentracdo de hemoglobina e do volume globular
podem ser ocasionados por desidratacdo ou por uma condigdo de estresse temporario no qual o

baco se contrai, liberando heméacias extras na corrente sanguinea.

De tal forma, um estudo desenvolvido por Coelho et al. (2020), onde avaliaram os
efeitos hematoldgicos e hepéaticos da torta de Neem (Azadirachta indica) em ovinos,

observaram que o volume globular (VG) e a concentracdo de hemoglobina apresentaram-se
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aumentadas em todos os grupos tratados, entretanto os valores permaneceram dentro dos
valores de referéncia para ovinos, e por tal motivo a alteracao nestes parametros foi considerada

sem significado clinico.

Nesse estudo os leucocitos totais, apresentaram aumento significativo no grupo tratado
com o extrato de A. indica em relagdo ao grupo controle, entretanto esta variabilidade
permaneceu dentro do estabelecido como referéncia para a espécie em estudo. As alteragdes
quantitativas dos leucdcitos sdo identificadas quando os valores excedem ou estdo abaixo dos
intervalos de referéncia para cada espécie. Em situacOes de estresse agudo (mediado por
adrenalina) ou cronico (aumento do cortisol) pode ocorrer leucocitose no hemograma. A
adrenalina promove a desmarginacdo dos leucécitos do compartimento marginal para o

compartimento circulante resultando em leucocitose, neutrofilia ou linfocitose (SILVA, 2001).

Haque et al. (2008) testaram a toxicidade de extratos aquosos de A. indica, no que
chamaram de preparacéo de folhas de neem (PLN). Os camundongos foram tratados com 0,5,
1 ou 2 unidades de PNL semanalmente por 28 dias. O tratamento com PNL estimulou os
sistemas hematoldgicos, evidenciado pelo aumento na contagem total de glébulos vermelhos e

brancos, plaquetas e porcentagem de hemoglobina.

O mesmo ocorreu em estudo que avaliou o perfil toxicoldgico da glicoproteina da folha
de nim (NLGP) em camundongos e ratos. Diferentes doses de NLGP (25, 50, 100 ¢ 200 ug)
foram injetadas semanalmente nos animais durante quatro semanas. Notou-se
hematoestimulacdo, evidenciada pelo aumento do contetdo de hemoglobina, nimero de
linfécitos e contagem de leucdcitos (MALLICK et al. 2013).
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Tabela 2: Parametros hematoldgicos de ratos Wistar machos, dos grupos controle (agua) e tratado com extrato

aquoso de Azadirachta indica (2.000 mg/kg).

Parametros Controle A. indica 2000
(n=8) (n=8)

Heméacias (mm3) 6,22 + 0,49a 6,60 + 0,25a
Hemoglobina (g dL) 14,12 + 0,30b 15,16 +0,18a
Hematocrito (%) 37,13 £0,32a 36,60 + 0,68a

Plaquetas (mm3) 727,37 £ 37,51a 703,90 + 50,62a
Leucdcitos Totais (mm3) 6,33+ 1,41b 11,50 + 1,81a
Neutrofilos (%) 25,75+ 1,92a 22,50 + 4,30a
Eosinofilos (%) 1,00 = 0,00a 1,00 + 0,00a
Linfocitos (%) 64,12 + 1,69a 67,90 + 4,53a
Monacitos (%) 9,25 +0,82a 8,60 £ 1,40a

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de animais usados no experimento. n — representa o
numero de animais em cada grupo. Letras diferentes nas colunas ou linhas significam diferencas estatisticas,
quando comparados ao grupo controle (Teste t) ao nivel de 5% de significancia.

Os demais parametros avaliados neste estudo, tais como: hemécias, hematdcrito,
plaquetas, neutréfilos, eosindfilo, linfocitos e mondcitos ndo foram alterados pelo tratamento

com A. indica quando comparados aos do grupo controle.

Ja em outro estudo avaliaram o efeito toxico do extrato aquoso das folhas de A. indica
administrado por via oral durante 14 dias em coelhos. Os autores afirmam que ndo houve

alteracGes em nenhum dos parametros sanguineos (BOADU et al.,2001).

Corroborando o estudo acima, em estudo sobre a toxicidade subaguda de extratos
aquosos de folhas de A. indica, na dose de 1000 mg/kg, por via oral em ratos, durante 28 dias,
observaram altera¢Ges nos parametros hematologicos. Ja os testes de funcdo hepatica e renal
revelaram pouca ou nenhuma alteragdo em relacdo aos valores do controle (DORABABU et
al., 2006).

Dessa forma, apesar de ter sido observado alteracdes nos pardmetros de hemoglobina e
leucdcitos totais, ndo é possivel inferir que tais alteracdes seriam resultantes do efeito toxico
causado pelo extrato de A. indica. Uma vez que tais resultados se encontram dentre os valores
de referéncia, descritos para a espécie (DINIZ et al. 2006; LIMA, 2014).
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As anélises bioquimicas realizadas no soro sanguineo dos animais representam um
valioso apoio ao diagndstico clinico das enfermidades, e tem muito valor quanto ao
mapeamento de efeitos toxicos indicando até mesmo o Orgdo e/ou sistema afetado
(RAMALHO, 2019).

Com relacdo aos dados obtidos ap6s a anélise dos parametros bioquimicos, destaca-se
que ndo verificou-se alteracdo na concentracdo sanguinea dos niveis de: glicose, triglicerideos,
colesterol e proteinas totais entre os animais do grupo controle e tratado com A. indica.

No entanto, foram observadas alteragdes significativas nos valores de ALT, AST e FA
(Tabela 3). Tais pardmetros apresentaram aumento significativo no grupo tratado quando
comparado ao grupo controle, como também encontram-se acima dos valores de referéncia
descritos por Diniz et al. (2006). Segundo Gonzalez (2003), alteragdes nas transaminases sao
indicadoras de hepatopatias agudas em cées, gatos, coelhos, ratos e primatas, principalmente
em doencas hepatocelulares, necrose hepatica, obstrucdo biliar, intoxicacdes e infec¢oes

parasitarias.

Os achados da presente pesquisa, corroboram Ashafa (2012), que ao administrar extrato
etanolico da casca do caule de A. indica em ratos, por 21 dias nas doses: 50, 100, 200 e 300
mg/kg, observou que apos o tratamento, e especialmente em doses mais elevadas, houve
alteragdes nas transaminases, fosfatase alcalina, célcio, sodio e potéssio.

Estes resultados podem representar indicios de um possivel efeito hepatotdxico
induzido pelo extrato aquoso das sementes de A. indica. Entretanto, € necessario realizar um

estudo mais especifico para avaliar tal condicao.
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Tabela 3: Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratos Wistar machos, dos grupos controle (agua) e tratado
com extrato aquoso de Azadirachta indica (2.000 mg/kg).

Parametros Cc():igc))le 20()((3]2%/kg
Glicose (g/dL) 84,12 + 3,43a 73,87 £10,67a
Creatinina (ng/dL) 0,68 +0,09b 0,92 + 0,06a
Triglicerideos (g/dL) 92,00 £15,34a 162,75 £ 33,67a
Colesterol Total (g/dL) 59,37 £ 9,61a 96,12 +12,08a
Proteinas Totais (g/dL) 6,25 +0,11a 6,16 +0,10a
AST (U/L) 79,12 £ 1,44b 123,50 + 6,00a
ALT (U/L) 56,12 +1,96b 66,50 + 3,14a
Fosfatase alcalina (UI/L) 167,00 £ 2,09b 287,87 = 27,72a

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de animais usados no experimento. n —
representa 0 nimero de animais em cada grupo. Letras diferentes nas colunas ou linhas significam
diferencas estatisticas, quando comparados ao grupo controle (Teste t) ao nivel de 5% de
significancia.

A analise dos valores de creatinina demonstrou que o grupo tratado com A. indica
apresentou aumento significativo quando comparado ao grupo controle. Esta elevacdo superou
os limites dos valores de referéncia para a espécie (DINIZ et al., 2006). De acordo com
Gonzalez (2017), a excrecdo de creatinina so se realiza por via renal, uma vez que ela ndo é
reabsorvida nem reaproveitada pelo organismo, de forma que niveis altos de creatinina indicam

uma deficiéncia na funcionalidade renal.

Kupradinum et al. (2010) ap6s alimentarem ratos com extrato metanolico de flores de
A. indica em 0,5% de tragacanto, nas doses de 150, 750 e 1500 mg/kg também observaram que
os valores de fosfatase alcalina, creatinina e potassio foram significativamente maiores nos
grupos que receberam doses acima de 750 mg/kg. Dessa forma, os autores concluiram que o
extrato testado apresentou toxicidade para ratos em doses superiores a 150 mg/kg para rim e

figado.

A toxicidade hepatica do extrato etandlico de folhas de A. indica foi testada também por
Tepongning (2018), em doses orais de 75, 150 e 300 mg/kg. Observou-se que alteracdes
significativas em aspartato aminotransferase (AST) dos animais tratados com 300 mg/kg,
sugerindo disfungdo muscular ou leséo hepética, o que foi confirmado posteriormente por meio
da andlise histopatoldgica.

Rahman e Siddiqui (2004) estudaram os efeitos bioquimicos do vepacida em ratos nas

doses de 80, 160 e 320 mg/kg. Vepacida é um pesticida a base de neem, obtido pelo isolamento
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de um sélido de fluxo livre de graos de sementes de A. indica. Observaram aumento da fosfatase
acida e alcalina nos casos em que foram utilizadas doses moderadas e altas (160 e 320 mg/kg).
No entanto, 28 dias apds o tratamento (estudo de retirada) foi observada recuperacao do animal,
indicando reversdo dos sintomas téxicos uma vez que o toxico foi removido.

Entretanto, Wang et al. (2013) ao estudarem a toxicidade do 6leo de neem em
camundongos, em diferentes doses (177, 533 ou 1600 mg/kg), relataram que a bioquimica
sérica e o coeficiente de Orgdos nos grupos experimentais ndo apresentaram diferenca
significativa.

Com base nas alteragdes significativas presentes nos valores de creatinina, AST, ALT e
FA apenas nos animais do grupo tratado, e uma vez que tais parametros sdo importantes
indicadores de lesdes hepaticas e renais, sugere-se efeito toxico possivelmente ocasionado pelo
extrato de A. indica.

Para realizacdo da avaliacdo macroscépica e histopatoldgica os animais foram
eutanasiados 14 dias ap0s a inoculagdo do extrato aquoso A. indica (grupo tratado) e agua
(grupo controle), e os 6rgaos coletados foram avaliados de acordo com sua coloracao, aspecto,
tamanho e peso, a fim de diagnosticar se o 6rgao foi exposto ou nao a lesdo. O coracéo, figado,
rim, baco e pulmdes sdo os principais 6rgdos afetados pela reacdo metabolica causada pelo
agente toxico. Além das caracteristicas macroscépicas o peso dos Orgdos também é um
importante indice do estado fisioldgico e patoldgico dos animais (OA, AL-SHABANAH et al.,
2002).

O figado dos animais tratados apresentou aumento de volume, cor vermelho-
acastanhado com areas levemente palidas, superficie lisa e dividido em lobos direito e esquerdo.
Os rins apresentaram aspecto liso, coloragdo marrom avermelhada e cobertura capsular de
tecido conjuntivo denso dentro da normalidade. O tamanho e a consisténcia também
apresentaram-se dentro da normalidade, formato caracteristico de feijdo, unilobulares e com
uma borda convexa e outra concava na qual se situa o hilo. Ndo foram encontradas alteracGes
no peso dos 6rgdos do grupo tratado quando comparados ao grupo controle (Tabela 4).

Diferente do presente estudo, Mallick et al. (2013) ao avaliarem o perfil toxicoldgico da
glicoproteina da folha de neem (NLGP) em camundongos e ratos, em diferentes érgéos (figado,
baco, rim, pulméo, linfonodo e cérebro) relatam que ndo houve alteragbes macroscopicas

significativas entre os grupos tratados e o grupo controle.
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Tabela 4: Peso de 6rgaos de ratos Wistar machos, dos grupos controle e tratado com extrato aquoso de
Azadirachta indica (2.000 mg/kg), ap6s 14 dias do experimento.

Orasios Controle MG 200
9 (n=8) (n=8)
Figado 13,90 + 1,20a 14,75 + 2,52a
Rim 1,41 +0,17a 1,55 +0,20a

Os valores representam a média + E.P.M. dos valores expressos em termos de massa relativa em grama.

n — representa o nimero de animais em cada grupo. Letras diferentes nas colunas ou linhas significam

diferencas estatisticas, quando comparados ao grupo controle (Teste t) ao nivel de 5% de significancia.
Ao exame histoldgico encontrou-se alteraces no grupo tratado com extrato aquoso de A.
indica, observadas pela vacuolizacdo nos hepatécitos, material hialino e granular no limem
dos tubulos renais e presenca de necrose. Nao houve alteragdes histopatoldgicas nos animais

do grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5: Analise histopatolégica dos cortes de figado e rim de ratos Wistar, dos grupos controle e
tratado com extrato aquoso de Azadirachta indica (2.000 mg/kg).

Orgao Achado Histopatoldgico Grupo Controle  Grupo Tratado
Figado Vacuolizagdo dos Hepatdcitos - +++

Material hialino e granular no

) limen dos tubulos renais
Rim

Presenca de necrose - +

(-) quando ndo houver alteracdes; (+) quando afetar até 30% da area avaliada; (++) quando
afetar de 30 a 70% da area; (+++) quando afetar mais de 70% da area avaliada.

A vacuolizacdo difusa e acentuada no citoplasma dos hepatécitos, no grupo tratado
pode ser resultante de uma hipoperfusdo do tecido, provavelmente ocasionada por uma

lentificacdo do fluxo na microcirculacao.

A reducédo do fluxo na microcirculagdo causa hipoxia generalizada nas células e por
consequéncia menor producdo de ATP levando a parada de funcionamento da bomba de Na/K
além de varias bombas i6nicas da célula. Na parada da bomba de Na/K, o Na+ acumula-se no
interior do citoplasma, atraindo agua, o que pode ocasionar tal alteracdo vacuolar (QUEIROZ
e PAES, 2021). As principais causas de tal alteragdo sdo atribuidas a intoxicacéo, infeccéo de

carater agudo, hipopotassemia ou disturbios circulatorios (MIRANDA, 2008).

As alteracbes encontradas no histopatologico hepéatico corroboram com os resultados
observados nos parametros bioquimicos (AST, ALT, FA), uma vez que mostraram-se

significativamente aumentados. As alteragfes na concentragdo de ALT, AST e FA sdo
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importantes indicadores de lesdes nas células hepaticas (MOTTA, 2003; MILINKOVIC-TUR
et al. 2005).

As causas mais frequentes para o0 aumento das transaminases sdo as hepatites virais,
toxicidade por medicamentos, depdsito de gordura no figado (esteatose) e hepatite autoimune.
Ja o0 aumento da FA quando associado com aumento da AST e ALT sugerem patologias a nivel
de figado e das vias biliares (MOTTA, 2003).

Lisanti et al. (2018) ao administrarem o extrato das folhas de neem em camundongos
machos, por via oral, nas doses 0,25 e 0,50 mg/kg, também verificou degeneracdo dos

hepatocitos do grupo tratado, corroborando com nossos resultados.

Os resultados do estudo de Lisanti et al. (2018) mostram que a administracao de extrato
aquoso de sementes de neem, causa degeneracdo das células hepéticas e alteracbes da
morfologia hepatica. Segundo Thompson et al. (2017) tais alteracGes podem ter sido causadas
pelos alcalbides pirrolizidinicos (principal conteudo das plantas de neem) responsaveis por
causar efeito hepatotoxico, pelos diterpendides, que ocasionaram apoptose dos hepatdcitos, e
pelas catequinas que causam lesdo hepatocelular.

Figura 2: Fotomicrografias dos cortes histologic

(Agua) e tratado com o extrato aquoso de Azadirachta indica (2.000 mg/kg). (A) Figado de rato wistar do
grupo controle (agua), auséncia de vacuolizagdo do citoplasma dos hepatécitos. (B) Figado de rato Wistar
tratado com 2000 mg/kg de extrato aquoso de A. indica, destacam-se areas de vacuolizagdo (seta) difusa e
acentuada do citoplasma dos hepatdcitos (+++). Aumento de 400X, coloracdo Hematoxilina-Eosina.

A presenca de material hialino e granular preenchendo o limen dos tubulos renais,
acentuada congestdo dos vasos sanguineos do intersticio renal e formacdo significativa de
necrose (infecgéo renal ou pielonefrite) pode ser observada na figura 3.
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Figura 3: Fotomicrografias dos cortes histolégibbs de rim de ratos Wistar machs, dos g‘rupo controle

(4gua) e tratado com o extrato aquoso de Azadirachta indica (2.000 mg/kg). (A) Rim de rato wistar do
grupo controle (&4gua), ndo apresentou alteracdo significativa. (B) Rim de rato wistar tratado com 2000
mg/kg de extrato aquoso de A. indica por via oral. Acentuada congestdo dos vasos sanguineos do intersticio
renal. Alguns tdbulos apresentam material hialino granular no lIimen (cilindros granulosos), assim como
células desprendidas (necrose). Aumento de 400X, coloragcdo Hematoxilina-Eosina.

Tais alteragcBes encontradas no histopatologico renal corroboram os resultados
observados no parametro bioquimico de creatinina, uma vez que a mesma apresentou aumento
significativo quando comparado com os valores de referéncia, indicando deficiéncia na
funcionalidade renal. O composto bioativo Nimbolida, presente na folha da Azadirachta indica
é relatado na literatura como possivel causador das les6es renais (GONZALEZ, 2017).

Em concordancia com os achados deste trabalho, Glinsukon et al. (1986) ao
administrarem 500 mg/kg de Nimbolida (composto bioativo presente na Azadirachta indica)
em dose Unica para camundongos Swiss machos e fémeas, por via oral, descrevem presenca de
patologias a nivel renal, caracterizando necrose tubular. De acordo com Frank (2022), a necrose
tubular é decorrente de leséo tubular e/ou disfuncdo. A propria substancia téxica pode causar

lesdo nas células tubulares renais.

Wang et al. (2013) apds administrarem 6leo de neem em diferentes doses (177, 533 e
1600 mg/kg/dia) em camundongos, puderam observar por meio dos exames histopatoldgicos
alteracdes no figado, rins. As doses (177 e 533 mg/kg/dia), respectivamente, mostraram
congestdo venosa central e sinuséides no I6bulo hepatico, degeneracdo granular e vacuolar
discreta nos hepatdcitos, enquanto que na dose de 1600 mg/kg/dia, foram observadas congestao
venosa central, degeneracdo granular e vacuolar e cariorrexe nos hepatdcitos. J& no rim dos
animais dos grupos tratados com as doses menores houve hiperemia capilar do glomerulo e

angiectasia intersticial, tumefacao das células epiteliais tubulares renais e degeneracao granular.
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J& na dose de 1600 mg/kg/dia observou-se presenca de células inflamatdrias macicas,

degeneracéo e necrose.

No entanto, Mallick et al. (2013) ao avaliarem o perfil toxicoldgico da glicoproteina da
folha de nim (NLGP) em camundongos e ratos com diferentes doses de NLGP (25, 50, 100 e
200 pg) descrevem que tanto a avaliacao histologica do cérebro, rim, pulmao, figado, bago e
linfonodos quanto o perfil hematoldgico dos animais apresentaram-se normais, nao afetando as
funcgdes renais e hepética. Assim como Dorababu et al. (2006) que ao estudarem a toxicidade
do extrato aquoso das folhas de A. indica, na dose de 1000 mg/kg (dose a baixo do presente
estudo), relatam que ndo foram descritas alteracdes histoldgicas no rim e figado.

Os dados encontrados na avaliacdo dos parametros bioquimicos e histopatol6gicos em
conjunto, indicam hepatotoxicidade e nefrotoxicidade induzida pelo extrato aquoso das

sementes de A. indica na dose de 2000mg/kg.

CONCLUSAO

Conclui-se que a administracao do extrato aquoso de A. indica na dose de 2.000 mg/kg
ocasiona aumento de hemoglobina e leucocitos. Assim como lesdes hepaticas e renais
confirmadas por alteracfes histopatoldgicas e bioquimica, confirmando a nefrotoxicidade e

hepatotoxicidade do extrato aquoso de neem na dose utilizada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Constatamos que o extrato aquoso de A. indica apresentou nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade quando administrado por via oral na dose de 2.000 mg/kg, e devido as suas
importantes propriedades farmacoldgicas é importante frisar a realizacéo de estudos adicionais
que compreendam metodologias diversificadas bem como utilizagdo de doses menores que

possam assegurar a utilizacdo da promissora planta em futuras terapias.



